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Kombucha merupakan minuman kesehatan yang dibuat dari teh manis 
yang difermentasi menggunakan simbiotik bakteri dan khamir (kombucha 
consortium), yang terdiri dari bakteri asam asetat, asam laktat dan khamir. 
Berbagai hasil penelitian menunjukkan bahwa kombucha memiliki kemampuan 
sebagai imunomodulator karena adanya senyawa hasil metabolit selama proses 
fermentasi seperti fenol, flavonoid, asam organik dan probiotik. Kombucha tidak 
hanya dapat dibuat dari teh, tetapi juga dapat menggunakan bahan lain, salah 
satunya adalah kunyit. Selain produktivitasnya yang cukup tinggi di Indonesia 
(mencapai 108 juta ton per tahun), kunyit juga mengandung senyawa bioaktif 
seperti kurkuminoid dan minyak atsiri yang mempunyai efek antioksidan, 
antiinflamasi dan dapat meningkatkan sistem imun. Penelitian ini bertujuan untuk 
mengetahui perbandingan potensi kombucha kunyit dan kombucha teh hitam 
sebagai agen imunomodulator pada mencit yang diinfeksi Salmonella typhi.  
Penelitian ini dibagi menjadi 2 tahap. Tahap pertama yakni pembuatan dan 
analisa karakteristik kombucha kunyit dan kombucha teh hitam yang meliputi 
pengukuran pH, total asam, total gula, total fenol, aktivitas antioksidan dan analisis 
senyawa bioaktif menggunakan GC-MS. Selanjutnya pada tahap kedua dilakukan 
pengujian kombucha kunyit dan kombucha teh hitam sebagai imunomodulator. 
Penelitian menggunakan rancangan True Experimental Design: Post Test Only 
Control Group Design dengan menggunakan 30 ekor mencit betina BALB/c 
selama 29 hari. Dalam penelitian ini digunakan RAL dengan 6 kelompok 
perlakuan, yakni kontrol negatif (P0), mencit sehat + kunyit (P1), mencit sehat + 
teh (P2), kontrol positif (P3), mencit infeksi + kunyit (P4), mencit infeksi + teh (P5). 
Dosis pemberian kombucha adaah 0,31 ml/20 g BB, sedangkan dosis induksi 
Salmonella typhi yakni 108 CFU/ml sebanyak 0,5 ml. Analisa yang dilakukan pada 
tahap kedua ini meliputi kadar CD4+, CD25+, TNFα, IFNɣ, IL-10, IL-2 dan makrofag 
CD68-IL6. Data hasil penelitian dianalisis menggunakan analisis ragam (ANOVA) 
dan uji lanjut Fisher dengan selang kepercayaan 95%.  
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kombucha teh hitam memiliki 
karakteristik pH 2,81; total asam 0,58%; total gula 7,83%; total fenol 716,02 µg 
GAE/ml dan antioksidan 94,39%, sedangkan kombucha kunyit memiliki 
karakteristik pH 3,02; total asam 0,22%; total gula 7,91%; total fenol 132,89 µg 
GAE/ml dan antioksidan 52,95%. Hasil uji in vivo menunjukkan bahwa pemberian 
kombucha kunyit maupun kombucha teh hitam memiliki efektivitas sebagai 
imunostimulan karena dapat meningkatkan persentase jumlah relatif sel T CD4+, 
sel T CD25+, CD4+ IFN-γ, CD4+ TNF-α, CD25+ IL-10, serta menekan ekspresi 
CD25+ IL-2 dan makrofag CD68+ IL-6, baik pada kelompok mencit sehat maupun 
mencit yang telah diinfeksi Salmonella typhi. Selain memiliki kemampuan sebagai 
imunostimulan, kombucha kunyit juga memiliki efektivitas sebagai imunosupresan 
karena adanya kandungan senyawa kurkumin.  
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Kombucha is a health beverage made from sweet tea fermented with 
symbiotic bacteria and yeast (kombucha consortium), consisting of acetic acid 
bacteria, lactic acid and yeast. Various research results show that kombucha can 
be an immunomodulator due to the presence of metabolites produced during the 
fermentation process, such as phenols, flavonoids, organic acids and probiotics. 
Kombucha can be made from tea and can also use other ingredients, one of which 
is turmeric. In addition to its high productivity in Indonesia (up to 108 million tons 
per year), turmeric also contains bioactive compounds such as curcuminoids and 
essential oils with antioxidant, anti-inflammatory and immune system effects. This 
study aims to compare the potency of turmeric kombucha and black tea kombucha 
as immunomodulatory agents in mice infected with Salmonella typhi. 
This research is divided into two stages. The first stage: analysis of turmeric 
kombucha and black tea kombucha characteristics, includes pH, total acid, total 
sugar, total phenol, antioxidant activity, and bioactive compounds using GC-MS. 
Then in the second stage, turmeric kombucha and black tea kombucha were tested 
as immunomodulators. The study used a True Experimental Design: Post Test Only 
Control Group Design using 30 BALB/c female mice for 29 days. In this study, RAL 
was used with six treatment groups, namely negative control (P0), healthy mice + 
turmeric kombucha (P1), healthy mice + tea kombucha (P2), positive control (P3), 
infected mice + turmeric kombucha (P4), infected mice + tea kombucha (P5). The 
dose of kombucha was 0.31 ml/20 g BW, while the induction dose for Salmonella 
typhi was 108 CFU/ml as much as 0.5 ml. The analysis carried out in this second 
stage included levels of CD4+, CD25+, TNF-α, IFN-γ, IL-10, IL-2 and CD68-IL6 
macrophages. The data were analyzed using analysis of variance (ANOVA) and 
Fisher's test with a 95% confidence interval. 
The results showed that black tea kombucha has a characteristic pH of 
2.81; total acid 0.58%; total sugar 7.83%; total phenol 716.02 g GAE/ml and 
94.39% antioxidant, while turmeric kombucha has a characteristic pH of 3.02; total 
acid 0.22%; total sugar 7.91%; total phenol 132,89 g GAE/ml and 52,95% 
antioxidant. In vivo test results show that turmeric kombucha and black tea 
kombucha have effectiveness as immunostimulants because they can increase 
the percentage of the relative number of CD4+ T cells, CD25+ T cells, CD4+ IFN-γ, 
CD4+ TNF-α, CD25+ IL-10, and suppress the expression of CD25+ IL-2 and CD68+ 
IL-6 macrophages, both in healthy mice and mice infected with Salmonella typhi. 
In addition, turmeric kombucha also has effectiveness as an immunosuppressant 
because of curcumin compounds. 
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I. LATAR BELAKANG 
1.1. Pendahuluan 
Kombucha merupakan minuman dari teh manis yang difermentasi 
menggunakan SCOBY (Symbiotic Consortium of Bacteria and Yeast). Simbiotik 
kultur ini terdiri dari bakteri asam asetat (A. xylinum), khamir (yakni Pichia, 
Candida, Zygosaccharomyces, Brettanomyces dan Saccharomyces) dan sedikit 
bakteri asam laktat (Jayabalan et al., 2014). Selama proses fermentasi  akan 
terjadi hubungan simbiosis antar mikroorganisme, terbentuk lingkungan selektif 
(Pfeiffer dan Morley, 2014) dan dihasilkan senyawa-senyawa metabolit. Bakteri 
asam asetat (spesies Gluconobacter) mengubah glukosa menjadi asam glukonat 
dan asam glukoronat (Jayabalan et al. 2017), sedangkan khamir akan 
merangsang produksi asam glukoronat oleh bakteri asam laktat (Nguyen et al., 
2015). Senyawa metabolit lainnya yakni asam D-sakarida 1,4-lactone, asam laktat, 
asam kuinat, asam oksalat, asam malat dan asam sitrat (Laureys et al. 2020). 
Selain itu, lingkungan asam akibat proses fermentasi akan menyebabkan terjadi 
degradasi senyawa fenolik sehingga terjadi peningkatan kandungan polifenol dan 
antioksidan (Mei et al., 2019). Adanya senyawa hasil metabolit selama proses 
fermentasi seperti asam-asam organik membuat kombucha memiliki banyak 
manfaat kesehatan, diantaranya adalah sebagai anti-karsinogenik, menurunkan 
kolesterol dan meningkatkan sistem imun (Chakravorty et al., 2016). 
Kombucha tidak hanya dapat dibuat dari teh hitam, tetapi juga dapat 
menggunakan bahan lain (Jayabalan et al., 2014), salah satunya adalah kunyit. 
Kunyit mempunyai produktivitas yang tinggi di Indonesia, yakni 128 juta ton per 
tahun dan sebanyak 44% produksinya didominasi oleh Jawa Timur (Badan Pusat 
Statistik dan Direktorat Jenderal Hortikultura, 2017). Selain itu, kunyit juga 
mengandung senyawa bioaktif berupa kurkuminoid dan minyak volatil. 
Kurkuminoid ini merupakan senyawa fenolik yang merupakan campuran dari 
kurkumin, demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin (Amalraj et al., 2017). 
Menurut Yong et al. (2019), fermentasi kunyit menggunakan Lactobacillus dapat 
meningkatkan kandungan kurkumin sebanyak 9,76% dan meningkatkan aktivitas 
antioksidan. Namun sayangnya, penelitian mengenai fermentasi kunyit menjadi 
kombucha masih sangat terbatas dan belum ada, padahal kandungan senyawa 
bioaktif pada kunyit seperti kurkuminoid dan minyak volatil membuat kunyit 
mempunyai beberapa manfaat kesehatan, yakni sebagai antikanker, antiinflamasi 





Imunomodulator merupakan senyawa yang dapat mengembalikan dan 
memperbaiki sistem imun yang terganggu dengan cara stimulasi (imunostimulan) 
dan menormalkan reaksi imun yang abnormal (imunosupresan). Imunomodulator 
berhubungan dengan peningkatan imunitas bawaan dan imunitas adaptif yang 
diharapkan dapat mengembalikan sistem imun yang terganggu (Mao et al., 2019). 
Saat tubuh terpapar oleh adanya benda asing seperti bakteri patogen, maka 
sistem imun dalam tubuh yakni imunitas bawaan maupun imunitas adaptif akan 
bekerja untuk mengeliminasi patogen yang masuk. Patogen yang menginfeksi 
tubuh akan dieliminasi secara langsung oleh makrofag maupun neutrofil yang 
berperan sebagai imunitas bawaan sehingga tidak menimbulkan penyakit, namun 
jika imunitas bawaan ini tidak bisa menyelesaikan tugasnya maka akan memicu 
respon imunitas adaptif (Rifa’i, 2010) yang bekerja secara spesifik dengan 
mengenali antigen mikroba dan akan membentuk memori imunologis 
(Baratawidjaja dan Rengganis, 2010), yaitu dapat mengingat sel-sel antigen yang 
pernah menginfeksi, sehingga tubuh akan cepat mengenali ketika patogen yang 
masuk adalah patogen yang sama (Rifa’i, 2010). 
Penelitian oleh Chauhan et al. (2010) menunjukkan bahwa kunyit dapat 
menstimulasi imunitas mencit normal dan yang yang diberi siklosporina karena 
kurkumin dapat menstimulasi sel T dan sekresi sitokin Th1. Penelitian Wang et al. 
(2016) menunjukkan bahwa pemberian kombucha teh hitam pada mencit yang 
diinduksi sisklofosfamid mampu meningkatkan proliferasi limfosit, fungsi 
peritoneum makrofag dan sel NK. Penelitian lain oleh Vázquez-Cabral et al. (2017) 
secara in vitro menggunakan sel monosit manusia (THP-1) yang dipapar dengan 
LPS (lipopolisakarida) menunjukkan bahwa kombucha oak dan teh hitam yang 
difermentasi selama 7 hari mampu menurunkan level sitokin pro-inflamasi IL-6, 
TNF-α dan NO. Penelitian Zubaidah et al. (2020) menunjukkan bahwa kombucha 
teh hitam dan kombucha teh daun kopi mempunyai aktivitas imunomodulator pada 
mencit BALB/c yang terinfeksi bakteri Salmonella typhi. 
Berdasarkan hal tersebut maka dilakukan penelitian untuk mengeksplorasi 
potensi kombucha kunyit (Curcuma longa) dan kombucha teh hitam (Camellia 
sinensis) sebagai imunomodulator pada mencit yang diinduksi Salmonella typhi. 
Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan dua jenis sampel yakni kombucha 
kunyit dan kombucha teh hitam untuk membandingkan bagaimana aktivitas 






1.2. Rumusan Masalah  
1. Bagaimana karakteristik kimia dan kandungan senyawa bioaktif pada 
kombucha kunyit dan kombucha teh hitam selama proses fermentasi? 
2. Bagaimana perbedaan kemampuan kombucha kunyit dan kombucha teh 
hitam sebagai imunomodulator pada mencit yang diinduksi S. typhi? 
 
1.3. Tujuan  
1. Mengevaluasi karakteristik kimia dan kandungan senyawa bioaktif pada 
kombucha kunyit dan kombucha teh hitam selama proses fermentasi 
2. Membandingkan kemampuan kombucha kunyit dan kombucha teh hitam 
sebagai imunomodulator pada mencit yang diinduksi S. typhi 
 
1.4. Manfaat  
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat sebagai kajian 
ilmiah untuk mengeksplorasi kombucha kunyit dan teh hitam sebagai produk 
minuman fermentasi yang memiliki sifat fungsional dan pencegahan penyakit 









II. TINJAUAN PUSTAKA 
2.1. Kunyit  
Kunyit (Curcuma longa Linn. syn C. domestica Valeton) merupakan 
golongan keluarga Zingiberaceae. Terdapat 133 spesies Curcuma yang 
diidentifikasi diseluruh dunia. Sebagian besar mempunyai nama daerah masing-
masing (Klemow et al., 2011). Kunyit mempunyai warna kuning-oranye sehingga 
sering digunakan sebagai pewarna dan penambah cita rasa  makanan, selain itu, 
di Cina dan India banyak digunakan sebagai obat tradisional untuk mengobati 
batuk, diabetes, gangguan hati dan penyakit kardiovaskular (Meng et al., 2018). 
 
 
Gambar 2.1. (Badan Penelitian dan Pengembangan Kementerian Dalam Negeri, 
2018)  
 
Komposisi kimia kunyit sangat beragam, tergantung dari varietas, lokasi 
penanaman, sumber dan kondisi tanam. Menurut Nelson et al., (2017), komposisi 
kunyit didominasi oleh karbohidrat (60-70%), kadar air (6-13%), protein (6-8%), 
lemak (5-10%), mineral (3-7%), serat (2-7%), kurkuminoid (1-6%), minyak atsiri (3-
7%). Senyawa bioaktif pada kunyit diklasifikasikan menjadi senyawa volatil dan 
non volatil. Senyawa non volatil pada kunyit didominasi oleh kurkuminoid yang 
terdiri atas kurkumin, bisdemetoksikurkumin dan demetoksikurkumin. Terdapat 
sekitar 235 komponen, terutama senyawa fenolik dan terpenoid ditemukan dalam 
kunyit (Li, 2011). Senyawa bioaktif tersebut berhubungan dengan aktivitas anti 
kanker, antioksidan, antiinflamasi, antimikroba, anti diabetes, penurunan lipid, 
hepatoprotektif dan neuroprotektif pada kunyit (Dosoky dan Setzer, 2018). 











Tabel 2.1. Komposisi nilai gizi dan senyawa bioaktif pada kunyit (per 100 gram) 
Komposisi gizi Satuan Jumlah Sumber 
Energi Kcal   312 
USDA, 
(2019) 
Protein G       9,68 
Lemak G       3,25 
Karbohidrat G     67,1 
Ca Mg   168 
Fe Mg     55 
Mg Mg   208 
P  Mg   299 
K  Mg 2080 
Vitamin C MG     0,7 
Fenol Mg GAE/g     2,57   -    9,96 
Pal et al. 
(2020) 
 
Flavonoid   Mg QE/g     1,05   -   11,05 
DPPH  IC50 µg/ml    78,17  - 294,79 
Total kurkuminoid %      0,14  -      5,12 
 
2.1.1. Senyawa Bioaktif kunyit  
2.1.1.1. Senyawa non volatil  
Kurkuminoid merupakan senyawa fenolik campuran dari kurkumin, secara 
kimiawi disebut diferuloylmethane [1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksi-fenil)-hepta-1,6-
diene-3,5-dione] dengan campuran 2 senyawa turunannya, yakni demetoksi  
kurkumin  [4-hidroksicinnamoyl-(4-hidroksi-3-metoksicinnamoyl) methane] dan 
bis-demethoksi kurkumin [bis-(4-hydroxy cinnamoyl) methane] dengan rumus 
kimia masing-masing adalah C21H20O6, C20H18O5, C19H16O4  (Amalraj et al., 2017). 
 
 
Gambar 2.2. Struktur kimia kurkuminoid (Hwang et al., 2016)  
 
Kurkumin sendiri mempunyai warna kuning jingga cerah sehingga 
biasanya digunakan sebaga zat pewarna makanan. Struktur kimia pada 
kurkuminoid membuatnya sedikit larut dalam air pada pH asam dan netral, namun 
larut dalam metanol, etanol, dimetil sulfoksida dan aseton. Kurkuminoid 
memberikan warna kuning-oranye pada bubuk kunyit (Amalraj et al., 2017). 






Tabel 2.2. Kandungan senyawa bioaktif pada kunyit  (H. Y. Lee et al., 2016). 
Komposisi gizi Jumlah (mg/100g) 
Kurkuminoid  1244,8 ± 3,9 
Kurkumin   901,6 ± 5,4 
Bisdemetoksikurkumin   108,3 ± 2,9 
Demetoksikurkumin   234,9 ± 1,9 
 
Kurkuminoid mengalami perubahan sifat akibat perubahan pH lingkungan 
dan cahaya. Dalam suasana asam, kurkuminoid berwarna kuning atau kuning 
jingga, sedangkan dalam kondisi basa (pH diatas 7,45), 90% kurkumin akan 
terdegradasi membentuk produk samping berupa trans-6- (4ˈ-hidroksi-3ˈ-
metoksifenil) -2,4- diokso-5-heksenal (mayoritas), vanilin, asam ferulat dan feruloyl 
methane. Sementara dengan adanya cahaya, kurkumin terdegradasi menjadi 















FDA telah menyatakan bahwa kurkuminoid dan produk turunannya 
tergolong aman. Menurut WHO, asupan harian kurkuminoid yakni sebesar 0-3 
mg/kg BB. Kurkuminoid mempunyai efek terapeutik untuk mengatasi penyakit 
imun, penyakit metabolik dan kanker dengan hampir tidak menimbulkan efek 
samping bagi tubuh (Amalraj et al., 2017).  
 
2.1.1.1 Senyawa Volatil (Minyak Atsiri)  
Minyak atsiri pada kunyit berwarna kekuningan dan umumnya 
menghasilkan rasa yang sedikit aromatik. Komponen utama pada minyak atsiri 
adalah ar-turmerone (33,2%), kemudian disusul oleh α-turmerone (23,5%) dan β-
turmerone (22,7%). Komponen lainnya adalah zingiberene, α-phellandrene, 
curlone, 1,8-cineol dan beberapa sesquiterpen (Ferreira et al., 2013). Komponen 
lain yang ada pada minyak atsiri dapat dilihat pada Tabel 2.3. Perbedaan 
komposisi dan profil minyak atsiri kunyit dapat disebabkan oleh beberapa faktor, 
yakni varietas, perbedaan geografi, iklim, waktu panen, tahap pematangan, 
penyimpanan dan sebagainya (Dosoky dan Setzer, 2018) 
 
Tabel 2.3. Kandungan senyawa volatil pada kunyit (Ferreira et al., 2013). 
Komponen  Persentase (%) 
Α-Pinen 0,6 
Vinil propionat  1,7 
P-Simena  0,8 
1,8-Sineol 0,7 
Champor  0,1 
Α-Terpineol  0,2 





ar-Turmerol  1,5 




(6R, 7R)-Bisabolone  3,1 
(E)- α-Atlantone  1,4 
 97,7 
Keterangan: % = Persentase dari setiap senyawa pada total minyak atsiri  
 
Komponen utama pada minyak atsiri, yakni turmerone memiliki sifat 
sebagai antitumor (Lee, 2009) karena mempunyai kemampuan untuk menginduksi 





turmerone juga dapat digunakan sebagai antiinflamasi karena dapat memblokir 
jalur persinyalan migrolia, dimana aktivasi mikroglia ini merupakan penanda dari 
neuroinflamasi dan penyakit neurodegeneratif (Park et al., 2012b). 
 
 
Gambar 2.4. Struktur minyak atsiri kunyit (Hwang et al., 2016) 
 
Minyak atsiri (EO) kunyit memiliki berbagai manfaat, yakni sebagai  
antiradang, antikanker, antiproliferatif, hipokolesterolemik, antidiabetik, 
antihepatotoksik, antidiare, antioksidan, antimikroba, antivirus, antitrombotik, dan 
aktivitas penghambatan siklooksigenase-1 (COX-1), selain itu minyak atsiri kunyit 
juga dapat digunakan untuk meningkatkan fungsi kekebalan tubuh, meningkatkan 
sirkulasi darah, mempercepat pembuangan racun, dan merangsang pencernaan 
(Angel et al., 2014; Sikha dan Harini, 2015).  
2.2. Teh hitam  
  Teh merupakan tanaman yang banyak mengandung senyawa bioaktif. 
Hampir 4000 jenis senyawa metabolit ditemukan pada teh, dengan sepertiga 
diantaranya adalah polifenol. 2-3% senyawa pada teh adalah flavanol glikosida 
(kaempferol, myricetin dan quercetin) selain itu, ada juga senyawa flavanol lain 
seperti katekin dengan jumlah 20-30% yang membuat teh mempunyai rasa pahit 
dan astringency. Komposisi teh sendiri sangatlah bervariasi, tergantung pada 





(EGCG), galokatekin galat (GCG), galokatekin (GC), katekin (C), epikatekin (EC), 
epikatekin galat (ECG) dan epigalokatekin (EGC) (Koch et al., 2019). 
Gambar 2.5. Struktur kimia senyawa bioaktif pada teh (Tao et al., 2016). 
 
Teh hitam dibuat melalui proses pelayuan, fermentasi dan pengeringan. 
Proses fermentasi teh hitam tidak dilakukan dengan menggunakan mikroba, tapi 
oleh enzim polifenol oksidase (PPO) yang ada pada daun teh dan mengoksidasi 
katekin menjadi theaflavin dan thearubigin (Tang et al., 2018). Proses fermentasi 
pada teh hitam ini menyebabkan menurunnya senyawa tanin dari 20% menjadi 10-
12% sehingga menurunkan rasa bitterness and asttringency (Mudgil dan Barak, 
2018). Menurut Bhagwat et al. (2014), teh hitam mengandung senyawa 
antioksidan theaflavin (5,27 mg/100g) lebih tinggi daripada teh hijau (0,08 
mg/100g). Senyawa-senyawa antioksidan pada teh hitam ini menyebabkan teh 
hitam mempunyai banyak manfaat bagi kesehatan, yakni dapat meningkatkan 
memori dan mood (Einöther dan Martens, 2013) bahkan mencegah 
perkembangan kanker (Fatima dan Rizvi, 2011). Kandungan senyawa bioaktif 






Tabel 2.4. Kandungan senyawa bioaktif pada teh hitam (Tong et al., 2019) 
Parameter  Komponen  Jumlah (mg/100g)   
Katekin  Epigalokatekin (EGC)   817,36 ± 188,45 
 Katekin (C)   144,3   ±   56,57 
 Epikatekin (EC)   362,86 ±   34,37 
 Epigalokatekingalat (EGCG) 1436,31 ± 265,85 
 Epikatekingalat (ECG)   456,86 ± 326,25 
 Total  3217,68 ± 362,25 
Kafein   2206,99 ± 174,08 
Theaflavin  Theaflavin (TF)     51,28 ±     3,45 
 Theaflavin-3-galat (TF3G)   404,21 ±   15,1 
 Theaflavin-3’-galat (TF3’G)       5,23 ±     2,06 
 Total    460,73 ±   16,5 
 
2.3. Kombucha  
 Kombucha merupakan minuman dari teh manis yang difermentasi 
menggunakan SCOBY (Symbiotic Consortium of Bacteria and Yeast) (Velićanski 
et al., 2014) . Simbiotik kultur ini terdiri dari beberapa strain khamir (yakni Pichia, 
Candida, Zygosacharomyces, Brettanomyces dan Saccharomyces), bakteri asam 
asetat (A. xylinum), dan sedikit bakteri asam laktat (Jayabalan et al., 2014). 
Mikroorganisme yang ada pada kombucha dapat dilihat pada Tabel 2.5. 
  Pada lingkungan aerob, simbiosis kombucha dapat mengubah substrat 
yang sederhana (sukrosa, teh hitam atau teh hijau) selama 7-10 hari menjadi 
minuman yang berkarbonasi, memiliki rasa sedikit asam dan menyegarkan 
sehingga dihasilkan senyawa metabolit berupa asam glukonat, glukoronat, L-
laktat, asetat, malat, tartarat, malonat, sitrat dan asam oksalat serta etanol, 14 jenis 
asam amino dan vitamin (Malbasa et al., 2011). 
 
Tabel 2.5. Mikroorganisme pada proses fermentasi kombucha 







Memproduksi asam asetat[4], 










Memecah sukrosa menjadi 
fruktosa dan glukosa, 
memproduksi etanol dan CO2[4] 
Bakteri 
asam laktat  
Lactobacillus spp.[3] 
Lactococcus[3] 
Memproduksi asam laktat[7] 
Sumber: (Roos dan Vuyst, 2018)[1], (Marsh et al., 2014)[2], (Coton et al., 2017)[3], 
(Jayabalan et al., 2014)[4], (Jayabalan et al., 2017)[5], (May et al., 2019)[6], (Malbaša 





2.3.1. Proses Pembuatan Kombucha Teh Hitam 
Menurut Jayabalan et al. (2014), proses pembuatan kombucha dari seduhan 
teh hitam dimulai dari membuat seduhan teh hitam (1,2%) dengan gula sebanyak 
10%. kemudian dipasteurisasi pada suhu 65°C selama 30 menit, dimasukkan ke 
dalam toples dan didinginkan pada suhu ruang. Setelah itu diinokulasikan dengan 
starter kombucha (1:10 b/b) dan ditutup dengan kain untuk membentuk suasana 
aerobik. Proses fermentasi dilakukan pada suhu ruang selama 14 hari (Zubaidah 
et al., 2018). Komposisi dan konsentrasi senyawa metabolit kombucha 
dipengaruhi oleh sumber inokulum, konsentrasi teh dan gula, lama fermentasi 
maupun suhu yang digunakan (Jayabalan et al., 2014). 
2.3.2. Kombucha Kunyit  
Kombucha kunyit dibuat dengan menyeduh kunyit kering yang telah diiris 
tipis (ketebalan 1-3 mm) dan dikeringkan menggunakan pengering kabinet 60oC 
selama 5-6 jam (kadar air ±10,43%). Kunyit kering ini kemudian dihancurkan 
dengan blender hingga berbentuk bubuk kasar lalu dimasukkan ke dalam tea bag 
(Wijayanti, 2020). 
6 gram kunyit kering direbus dalam 500 ml air mendidih dan dipanaskan 
selama 5 menit, setelah itu ditambahkan 10% (b/v) gula pasir dan diaduk hingga 
homogen. Larutan kunyit yang masih panas dimasukkan ke dalam jar steril, 
setelah dingin (±25 oC), ditambahkan starter kombucha sebanyak 10% (v/v). Jar 
ditutup dengan kain serbet steril dan diikat dengan karet gelang untuk mencegah 
kontaminasi dari debu serta partikel kotoran lainnya. Kombucha kunyit ini 
difeermentasi selama 14 hari pada suhu ruang pada tempat yang tidak terkena 
sinar matahari langsung dan jar tidak digoyang ataupun dipindah-pindah 
(Wijayanti, 2020). 
2.3.3. Proses Metabolisme  
Fermentasi pada kombucha terdiri dari dua proses, yaitu fermentasi alkohol 
dan fermentasi asam asetat, dimana khamir/yeast akan mengurai gula (sukrosa) 
menjadi alkohol, sedangkan bakteri akan mengurai alkohol menjadi asam asetat 























Gambar 2.6. Proses metabolisme pada kombucha (Laureys et al., 2020). 
 
a. Khamir  
Selama proses fermentasi, khamir akan menghidrolisis sukrosa menjadi 
glukosa dan fruktosa menggunakan enzim invertase. Glukosa dan fruktosa ini 
kemudian akan difermentasi oleh khamir menjadi etanol, karbon dioksida dan 
gliserol melalui jalur glikolisis (Jayabalan et al., 2014). Selain itu, khamir juga 
dapat merangsang produksi asam glukoronat oleh bakteri asam laktat 
(Nguyen et al., 2015) 
 
C12H22O11 + H2O    2C6H12O6 
(Sukrosa)    (Air)    (Glukosa dan Fruktosa) 
          
C6H12O6   2C2H5OH  +  2CO2 
     (Glukosa)    (Etil alkohol/etanol)  (Karbondioksida) 
 
Gambar 2.7 Proses fermentasi gula oleh khamir (Wood, 1998) 
 
b. Bakteri asam asetat 
Bakteri asam asetat akan mengubah glukosa menjadi asam glukonat dan 
asam glukoronat (Jayabalan et al., 2017) serta mengubah etanol menjadi 
asam asetat (Jayabalan et al., 2014) agar kandungan etanol pada kombucha 
sukrase 
yeast 
Asam laktat + asam asetat + CO2 
 
Baklteri asam laktat 
Sukrosa  
Bakteri asam asetat 
Asam glukonat           Asam asetat 
Asam glukoronat   
 
         Selulosa 






tidak terlalu tinggi dan mengancam kelangsungan hidup mikroba. Produksi 
asam-asam organik ini membuat pH pada kombucha turun (Saichana et al., 
2015) menjadi 2,0-4,0 sehingga dapat menghambat pertumbuhan 
mikroorganisme yang tidak diinginkan (Chakravorty et al., 2016; Neffe-
Skocinska et al., 2017). 
      
C2H5OH   C2H4O  + H2O 
(Etanol)    (Asetaldehid)  (Air) 
 
C2H4O    CH3COOH   
     (Asetaldehid)   (Asam Asetat) 
          
C6H12O6   C6H12O7   
  (Glukosa)   (Asam Glukonat) 
 
Gambar 2.8. Proses oksidasi etanol dan glukosa oleh bakteri asam asetat 
(Presscoott & Dunn, 1959) 
 
Bakteri asam asetat (AAB) ini bersifat obligat aerob (membutuhkan oksigen 
untuk proses fermentasi), pada kondisi yang statis, AAB akan menghasilkan 
biofilm selulosa pada permukaan kombucha. Selulosa ini mempunyai struktur 
yang kokoh dan dapat digunakan sebagai perlindungan dari bakteri patogen 
(May et al., 2019). Selain karena hal tersebut, produksi selulosa pada 
kombucha juga didorong oleh adanya kafein dan xanthine yang ada dalam teh 
(Mamlouk dan Gullo, 2013). 
c. Bakteri asam laktat  
Bakteri asam laktat hanya ada dalam jumlah kecil pada kombucha, namun 
berperan untuk mendegradasi gula invert menjadi asam laktat (Malbaša et al., 
2008). Menurut Marsh et al., (2014), bakteri asam laktat (BAL) yang terdapat 
pada lapisan kombucha, cairan, dan pelikel kombucha mencapai 30%. 
Proses fermentasi yang dilakukan oleh BAL bergantung pada proses 
oksidasi karbohidrat dan substrat lainnya untuk menunjang hasil akhir pada 
proses fermentasi tersebut. BAL dapat melakukan proses heterofermentatif 
dimana BAL akan mengubah sumber energi (heksosa) menjadi asam laktat 
(85%) melalui piruvat untuk menghasilkan energi dan menyeimbangan 








heterofermentatif dimana BAL akan memecah heksosa dan memicu 
peningkatan senyawa metabolit lainnya (asam organik lainnya, asetat, 
asetoin, etanol, karbon dioksida, dan senyawa aromatik seperti diasetil dan 
asetaldehid (Mousavi et al., 2011).  
2.3.4. Kandungan Kombucha  
Selama proses fermentasi dihasilkan asam asetat, sedikit etanol, CO2 
(Filippis et al., 2018) serta rasa manis, asam dan rasa karbonasi sehingga tingkat 
penerimaan konsumen dari segi rasa dan aspek sensorik lainnya meningkat (Vitas 
et al., 2018). Kombucha terdiri dari dua komponen, yakni lapisan selulosa dan 
cairan kombucha. Beberapa senyawa yang telah teridentifikasi dalam kombucha 
diantaranya adalah asam organik, gula (sukrosa, glukosa, dan fruktosa), vitamin 
yang larut dalam air, asam amino, amina biogenik, purin, pigmen, lipid, protein, 
enzim hidrolitik, etanol, karbon dioksida, polifenol, mineral (Mn, Fe, Ni, Co, Zn, Cu, 
Cd, Pb), anion (fluorida, klorida, bromida, iodida, nitrat, fosfat, dan sulfat), asam D-
sakarat-1,4-lakton, dan produk metabolisme dari khamir dan bakteri (Leal et al., 
2018). Komposisi pada kombucha dapat dilihat pada Tabel 2.6. 
 
Tabel 2.6. Komposisi kimia kombucha 
Komposisi gizi Jumlah Sukrosa Lama fermentasi (hari) 
Asam organik 
Asam asetat[1]   11 g/L 100 g/L 30  
Asam glukonat[1]  39 g/L 100 g/L 60  
Asam glukoronat[2] 0,016 g/L 70 g/L 21 
Asam laktat[3] 0,18 g/L  100 g/L 18  
Vitamin  
Vitamin B1[4] 0,74 mg/mL 70 g/L 15  
Vitamin B2[5] 8 mg/mL 70 g/L 10 
Vitamin B6[4] 0,52 mg/mL 70 g/L 15 
Vitamin B12[4] 0,84 mg/mL 70 g/L 15 
Vitamin C[5] 25 mg/mL 70 g/L 10 
Komposisi umum  
Etanol[1] 5,5 g/L 100 g/L 20 
Protein[3] 3 mg/mL 100 g/L 12 
Polifenol[6] 0,42 mg GAE/ml 30 g/L 7 
Mineral  
Cu, Fe, Mn, Ni, Zn[4] 0,1-0,4 µg/mL 70 g/L 15 
Anion  
F-, Cl-, Br-, I-, NO3-, 
HPO4-, SO4-[7] 
0,04-3,2 mg/g 100 g/L  7 
Sumber: (Chen dan Liu, 2000)[1],(Lončar et al., 2006)[2],(Jayabalan et al., 2007)[3], 
(Bauer-Petrovska et al., 2000)[4], (Malbasa et al., 2011)[5], (Ivanišová et al., 2019)[6], 






2.3.5. Manfaat Kombucha 
Kombucha memiliki beberapa manfaat kesehatan, yakni sebagai 
antimikroba, antioksidan, anti-karsinogenik, membantu menyembuhkan tukak 
lambung dan kolesterol tinggi (Chakravorty et al., 2016), antidiabetes (Zubaidah et 
al., 2019), pengobatan ulserasi lambung (Banerjee et al., 2010) memiliki efek 
hipoglisemik serta antilipidemik (Aloulou et al., 2012) dan berpengaruh terhadap 
respon imun dan detoksifikasi liver (Chakravorty et al., 2016). Beberapa manfaat 
kesehatan pada kombucha seperti pada Gambar 2.9 disebabkan karena adanya 
senyawa hasil metabolit selama proses fermentasi (Dufresne dan Farnworth, 
2000) seperti asam asetat, asam glukonat dalam jumlah paling besar dan senyawa 
lain seperti gula, asam amino, vitamin, komponen teh (katekin, teaflavin, flavonol) 
dan enzim hidrolitik (invertase, amilase) (Velićanski et al., 2014). 
 
Gambar 2.9. Manfaat kesehatan kombuha (Leal et al., 2018). 
 
Penelitian oleh Marzban et al., (2015) menunjukkan bahwa kombucha teh 
mempunyai kemampuan untuk menurunkan sitokin pro-inflamasi TNF-α dan NO 
pada mencit betina yang diinduksi menggunakan myelin oligodendrocyte 
glycoprotein. 
2.3.6. Potensi Toksisitas Kombucha  
Kemungkinan terjadinya kontaminasi mikroba pada kombuhca sangatlah 
kecil karena tingginya kadar asam dan rendahnya pH selama proses fermentasi 
(Mayser et al., 1995). Namun kandungan asam yang semakin tinggi dengan 
semakin lamanya proses fermentasi dapat beresiko menyebabkan beberapa 





Kandungan senyawa antinutrusi seperti tanin yang ada pada kombucha juga dapat 
menyebabkan penurunan daya cerna nutrisi, penurunan penyerapa dan 
availabilitas protein (Sabahelkhier et al., 2014). Selain itu, adanya kontaminan 
anorganik selama proses produksi juga tidak bisa diabaikan. Kombucha 
disarankan untuk dibuat dalam wadah kaca foodgrade, plastik, atau baja tahan 
karat untuk menghindari terjadinya leaching atau pelepasan senyawa kimia dari 
wadah fermentasi atau kemasan (Dutta dan Paul, 2019).  
The Bureau of Food Safety and Laboratory Services dibawah Pennsylvania 
Department of Agriculture mengeluarkan pedoman mengenai proses fermentasi 
dan pengemasan kombucha sesuai dengan sistem HACCP. Yakni (1) pH pada 
kombucha yang dipasteurisasi harus di bawah 4,6 dan untuk yang tidak 
dipasteurisasi harus kurang dari 4,2. Nilai ini terhitung 7 hari sejak awal proses 
fermentasi. Kombucha yang pH-nya dibawah 2,5 dianggap tiidak aman untuk 
dikonsumsi karena terlalu asam. (2) Dosis konsumsi per hari yang dianjurkan 
adalah 118 ml (3) Kandungan alkoholnya harus tetap dibawah 0,5% dan dijual 
sebagai minuman non-alkohol bahkan setelah selesai fermentasi dan 
pengemasan. Fermentasi pasca pembotolan dapat dicegah dengan 
mempasteurisasi kombucha pada suhu 82 °C selama 15 detik untuk membunuh 
khamir. Selain itu, pencegahan pertumbuhan kapang juga dapat dilakukan dengan 
menambahkan natrium benzoat dan kalium sorbat dengan konsentrasi 0,1% 
(Nummer, 2013 dalam Dutta & Paul, 2019).  
2.4. Probiotik  
Probiotik merupakan mikroorganisme hidup yang mempunyai efek positif 
bagi sel inang karena dapat menjaga keseimbangan mikroflora dalam usus. 
Beberapa syarat suatu bakteri probiotik yakni harus aman bagi sel inang, tahan 
terhadap asam lambung dan sekresi pankreas, dapat menempel di sel epitel, 
mempunyai aktivitas antimikroba, menghambat adhesi bakteri patogen, resisten 
terhadap antibiotik dan stabil tehadap matriks makanan selama proses 
pengolahan dan penyimpanan (Soccol et al., 2010). 
Sebagian besar bakteri probiotik terdiri dari strain Lactobacillus dan 
Bifidobacterium. Namun strain lain seperti Bacillus, Pediococcus dan beberapa 
khamir juga dapat dikategorikan sebagai bakteri probiotik. Bakteri ini sering 
dimanfaatkan untuk industri makanan, baik seperti yoghurt, susu fermentasi dan 
non fermentasi, miso, tempe, sauerkraut dan minuman seperti teh kombucha 





dengan mikroflora usus yang mampu melawan bakteri patogen di dalam usus 
sehingga berperan penting untuk melawan mikroorganisme berbahaya dan 
meningkatkan sistem imun inang (Soccol et al., 2010). 
Probiotik memiliki beberapa manfaat bagi kesehatan, antara lain: sebagai 
agen terapeutik pada sindrom resistensi insulin, diabetes tipe 2 (Nowak et al., 
2010). Probiotik memiliki fungsi sebagai imunomodulator yang meningkatkan 
sistem kekebalan daya tahan teubuh dengan peningkatan sel IgA+ yang mampu 
memodulasi respon inflamasi dengan penurunan jumlah CD4 selain itu juga terjadi 
peningkatan apoptosis dari sel kekebalan tubuh (Gobbato et al., 2008). Probiotik 
mampu mengurangi produksi oksida nitrit dan memiliki sifat sebagai anti inflamasi 
dengan menginduksi interleukin IL-10 (Kang et al., 2019). Menurut Yong et al. 
(2019), fermentasi kunyit dengan Lactobacillus dapat meningkatkan aktivitas 
antiinflamasi dan antioksidan yang ditunjukkan dengan penekanan produksi TNF-
α dan NO (nitrit oksida), jalur sinyal JNK (c-Jun-NH(2)-terminal kinase) dan 
menurunkan radikal DPPH.  
Probiotik biasanya didapatkan dari produk susu fermentasi, namun sumber 
probiotik juga dapat diperoleh dari minuman fermentasi seperti kombucha yang 
memiliki jenis bakteri probiotik dari SCOBY, baik bakteri asam asetat, bakteri asam 
laktat maupun khamir seperti Candida, Zygosacharomyces, Brettanomyces dan 
Sacharomyces serta Acetobacter xylinum (Sengun dan Kirmizigul, 2020). 
2.5. Sistem Imun  
 Sistem imun merupakan sebuah mekanisme yang digunakan sebagai 
perlindungan tubuh terhadap bahaya yang berasal dari benda asing seperti 
mikroba (bakteri, jamur, dan parasit), virus, sel kanker, dan racun yang dapat 
menyebabkan terjadinya penurunan daya tahan tubuh dan menyebabkan 
timbulnya penyakit (Mao et al., 2019). Respon imun memiliki tiga fungsi yaitu fungsi 
pertahanan bertujuan untuk melawan invasi mikroorganime dan senyawa asing 
lainnya, fungsi hemostasis untuk mempertahanankan diri dari jenis sel tertentu dan 
memusnakan sel-sel yang rusak. Fungsi lainnya adalah untuk melakukan 
pengawasan yang bertujuan untuk memonitor jenis sel yang abnormal atau sel 







Gambar 2.10. Prinsip Imunitas innate dan adaptif (Abbas et al., 2019). 
a. Sistem imun innate (bawaan).  
Imunitas bawaan akan memberikan perlindungan segera terhadap infeksi. 
Pertahanan pertama dilakukan oleh barrier epitel kulit dan mukosa serta oleh 
sel dan antibiotik alami pada epitel yang semuanya berfungsi untuk 
menghambat masuknya mikroba cara mengeliminasi mikroba yang 
difagositosis dan membunuh sel yang terinfeksi. Bila mikroba dapat 
menghancurkan epitel dan memasuki jaringan, mereka akan diserang oleh 
fagosit, limfosit spesifik yang disebut sel llimfoid alami, misalnya sel natural 
killer dan beberapa protein plasma, termasuk protein dari sistem komplemen. 
Imunitas bawaan mempunyai respon yang cepat namun bekerja secara tidak 
spesifik hanya mampu mengenali struktur-struktur mikroba (Abbas et al., 
2019). 
b. Imunitas adaptif  
Imunitas adaptif (disebut juga imunitas spesifik atau imunitas yang didapat) 
mempunyai respon yang lambat hingga berhari-hari namun berkembang 
membentuk memori imunologis. Respon imun adaptif terutama penting untuk 
pertahanan terhadap mikroba patogen dan bekerja dengan cara mengenali 
antigen mikroba (Abbas et al., 2019). 
Imunitas adaptif terdiri dari dua jenis, yakni imunitas humoral dan imunitas 
seluler. Pada imunitas humoral, limfosit B (sel B) mensekresi antibodi yang 
memberantas mikroba ekstraseluler sedangkan pada imunitas seluler, 
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menghancurkan mikroba yang telah ditelan dan membunuh sel yang terinfeksi 
(Abbas et al., 2019). 
2.5.1. Mekanisme imunitas  
Sel-sel sistem imun berasal dari sel-sel prekusor (induk) yang pleuripoten 
dalam sum-sum tulang yang kemudian berdiferensiasi menjadi sel premieloid, sel 
limfosit (T dan B) dan sel pre-monosit yang berdeferensiasi menjadi monosit dan 
makrofag (Baratawidjaja dan Rengganis, 2010). Respon imun akan dimulai dari 
imunitas bawaan. Garis pertahanan utama pada imunitas bawaan adalah epitel 
barrier dan antibiotik alami di epitel yang berfungsi untuk menghalangi masuknya 
mikroba. Jika mikroba menembus epitel dan masuk ke jaringan atau sirkulasi, 
maka mikroba tersebut akan diserang oleh fagosit, sel natural killer (NK), monosit 
dan makrofag (Abbas et al., 2019). 
Imunitas adaptif terdiri dari imunitas humoral yang diperantarai oleh sel B 
dan imunitas seluler yang diperantarai oleh sel T. imunitas adaptif memerlukan 
ekspansi dan diferensiasi limfosit sebagai respon terhadap mikroba sebelum 
memberikan pertahanan yang efektif. Pada awalnya, sel B dan sel T berasal dari 
sel prekusor yang sama, yakni sum-sum tulang, kemudian mengalami seleksi 
(positif dan negatif). Sel yang agresif akan mengalami apoptosis di timus melalui 
clonal deletion, sedangkan sel yang kompeten bagi tubuh akan tetap hidup. Sel-
sel ini akan mengalami pematangan primer dalam organ limfoid generatif, yakni 
sel B mengalami pematangan di sum-sum tulang dan sel T di timus hingga 
dihasilkan sel B dan sel T yang matang (Abbas et al., 2019). 
Sel B dan sel T yang matang ini akan disirkulasi ke darah dan limfe (untuk 
sel T) kemudian dari darah akan bersirkulasi dan bermigrasi ke organ limfoid 
sekunder yaitu: lymh node, limpa (spleen), limfoid mukosa, jaringan limfoid (Abbas 
et al., 2019). Di organ limfoid perifer ini, mereka akan menetap dan menunggu 
adanya antigen agar dapat diaktivasi. Proses pematangan limfosit B dan T dapat 







Gambar 2.11. Pematangan limfosit (Abbas et al., 2019). 
 
Respon imun adaptif terdiri dari beberapa fase yang berurutan, seperti 
pada Gambar 2.10, yakni: pengenalan antigen oleh limfosit, aktivasi limfosit untuk 
berproliferasi dan berdiferensiasi menjadi sel efektor dan memori, pemusnahan 
mikroba, penurunan respon imun dan memori berumur panjang. Agar respon imun 
dapat dimulai, maka antigen mikroba akan memilih sebuah limfosit naif (limfosit 
yang belum pernah bertemu antigen asing) sehingga terjadi seleksi klonal. Limfosit 
merespon dengan berproliferasi untuk menghasilkan puluhan ribu limfosit efektor 










Supaya aktivasi limfosit naif oleh antigen dapat berlangsung efisien, sistem 
imun mengumpulkan antigen dari jaringan yang terinfeksi atau darah dan 
membawa mereka ke organ limfoid sekunder dimana limfosit naif beredar. Antigen 
mikroba yang masuk akan ditangkap oleh sel dendritik kemudian diproses dalam 
sel dendritik untuk menghasilkan peptida yang disajikan pada permukaan sel 
terikat pada permukaan MHC. Sel T naif mengenali kompleks peptida-MHC ini, 
dan ini adalah langkah pertama dalam mengawali respon sel T. Antigen protein 
juga dikenali oleh limfosit B dalam folikel limfoid organ limfoid perifer (Abbas et al., 
2019). 
Ketika diaktifkan oleh antigen dan konstimulator di organ limfoid, sel T naif 
mensekresi sitokin. Kombinasi sinyal antara antigen, konstimulator dan sitokin 
merangsang proliferasi sel T dan diferensinya menjadi sel T efektor yang berfungsi 
untuk memberantas mikroba. Setelah diaktivasi, sel B juga akan berproliferasi dan 
berdiferensiasi menjadi sel plasma yang mengeluarkan berbagai antibodi. Selain 
itu, repon imun humoral melawan mikroba dengan berbagai cara, yakni (a) antibodi 
mengikat mikroba dan mencegah mereka menginfeksi sel untuk menetralkan 
mikroba, (b) antibodi melapisi mikroba dan ditargetkan untuk fagositosis, (c) 
antibodi mengaktifkan sistem komplemen (Abbas et al., 2019). 
Sebagian besar limfosit efektor akibat rangsangan bakteri patogen akan 
mati karena apoptosis setelah mikroba tersebut tereliminasi, sehingga 
mengembalikan sistem kekebalan tubuh untuk keadaan istirahat basal yang seibut 
homeostatis. Aktivasi awal limfosit menghasilkan memro berumur panjang yang 
dapat bertahan bertahun-tahun setelah infeksi dan akan menimbulkan respon 
yang lebih cepat dan lebih kuat jika ada paparan antigen yang sama (Abbas et al., 
2019). 
Menurut Besung et al. (2016), infeksi S. typhi yang diberikan secara 
intraperitoneum dapat merangsang imunitas innatte seperti makrofag untuk 
melakukan aktivasi dan bergerak ke sumber infeksi, aktivasi makrofag ini 
mempunyai kemampuan dalam melakukan penelanan benda asing melalui proses 
fagositosis. Selain itu, kandungan lipopolisakarida dan peptidoglikan pada dinding 
sel S. typhi juga akan memacu aktivasi makrofag dengan mengeluarkan sejumlah 
sitokin seperti IL-6, prostaglandin E2, dan produksi c-adenosinmonofosfat (cAMP) 





matang dan sel makrofag yang sudah matang akan mampu melakukan fagositosis 
lebih efisien (Martinez, 2011; Mosser, 2003).  
Selain mempengaruhi imunitas innate, infeksi bakteri Salmonella pada 
mencit juga menginduksi respon imunitas adaptif sel Th1, sebagian besar sel T 
CD4+ akan teraktivasi setelah terjadi infeksi, sehingga jumlah sitokin dan sel T 
CD4+ akan meningkat (Mittrucker dan Kaufmann, 2000 dalam Hasan ,2014). Sel 
limfosit T CD4+ yang teraktivasi akan memproduksi beberapa sitokin pro-inflamasi 
seperti TNF-α, IFN-γ dan IL-2. Pemberian senyawa bioaktif pada hewan coba 
dapat meningkatkan sitokin anti-inflamasi, salah satunya adalah IL-10 (Llewellyn 
dan Foey, 2017).  
2.6. Imunomodulator 
 Imunomodulator merupakan senyawa yang dapat mengembalikan dan 
memperbaiki sistem imun yang terganggu. Sistem kerja imunomodulator yaitu 
memperbaiki sistem imun dengan cara stimulasi (imunostimulan) dan 
menormalkan reaksi imun yang abnormal (imunosupresan). Imunomodulator 
berhubungan dengan peningkatan respon imun non spesifik (innate) dan spesifik 
(adaptif) yang diharapkan dapat mengembalikan sistem imun yang terganggu 
(Mao et al., 2019).  
Imunostimulan merupakan zat-zat yang dapat meningkatkan sistem 
kekebalan tubuh terhadap benda asing, penyakit infeksi, tumor maupun 
imunodefisiensi. Imunostimulan dapat memperbaiki sistem kekebalan tubuh 
dengan menggunakan bahan yang dapat merangsang sistem imun. Bahan yang 
termasuk dalam imunostimuator yaitu: (1) berasal dari bakteri dan jamur, seperti 
lipopolisakarida (LPS), muramil dipeptida (MDP), glucan (2) thymic factor seperti 
thymosin (3) obat sintetis; levamisol dan isoprinosin (4) antibodi monoklonal dan 
poliklonal (5) Sitokin rekombinan; interleukin (IL-2, IL-1, IL-12) dan interferon 
gamma (IFN-γ) maupun (6) Vaksin seperti antigen (Bascones-Martinez et al., 
2014). 
Imunosupresan digunakan untuk menekan respon imun, terutama pada 
proses transplantasi organ untuk mencegah reaksi penolakan, serta untuk 
mengobati penyakit autoimun seperti pemfigus, lupus, atau alergi (Lee et al., 
2010). Golongan yang termasuk dalam imunosupresan antara lain: (1) obat 
pengikat imunofilin; siklosporina, takrolimus dan sirolimus (2) glukokortikoid 





dan antitimosit (4) antibodi monoklonal; moromonab, anti-sitokin dan anti-reseptor 
(Bascones-Martinez et al., 2014). 
2.7. Antioksidan 
Antioksidan merupakan suatu senyawa atau komponen kimia yang mampu 
menetralisir memperlambat atau mencegah oksidasi suatu molekul. Reaksi 
oksidasi dapat menghasilkan senyawa radikal bebas yang dapat menyebabkan 
terjadi reaksi berantai dan membahayakan sel. Antioksidan dapat menghentikan 
reaksi berantai ini dengan menghilangkan senyawa raadikal intermediet dan 
menghambat terjadinya oskidasi senyawa-senyawa lain. Rendahnya kandungan 
antioksidan atau penghambatan enzim antioksidan dapat menyebabkan stres 
oksidatif dan membahayakan sel (Aher et al., 2011). 
Beberapa jenis antioksidan sudah ada dalam tubuh secara normal namun 
peningkatan produksi radikal bebas yang terbentuk akibat faktor stress 
mengakibatkan diperlukannya peningkatan sistem pertahanan dengan 
penambahan antioksidan dari luar (Jin et al., 2012). Mikronutrien yang terkandung 
dalam tumbuhan seperti kunyit mengandung antioksidan karena mengandung 
senyawa polifenol, flavonoid, tanin dan asam askorbat yang memiliki kemampuan 
menangkap radikal bebas sehingga dapat dijadikan pengganti konsumsi 
antioksidan sintetis (Tanvir et al., 2017). Hal ini dibuktikan oleh Creţu et al. (2012) 
bahwa kurkumin yang merupakan senyawa polifenol pada kunyit dapat 
menghambat inflamasi sitokin, seperti interleukin (ILs), chemokin, enzim inflamasi 
seperti cycloxygenase-2 (COX-2), ) maupun inducible nitric oxide synthase (iNOS).  
2.7.1. Antioksidan pada Kombucha  
Kombucha mempunyai kandungan antioksidan yang lebih tinggi daripada 
teh yang tidak difermentasi (Fu et al., 2017) karena mengandung polifon dan 
senyawa-senyawa metabolit seperti vitamin dan asam organik (Essawet et al., 
2015). Kombucha memiliki rasio pengikatan DPPH cukup tinggi, yakni 38,7% 
hingga 95,30% (Fu et al., 2017). Kemampuan kombucha dalam menangkap 
radikal bebas sangatlah beragam, tergantung dari mikroorganisme dan proses 
metabolismenya, nilainya meningkat 1,7 kali lebih tinggi setelah fermentasi (Chu 
dan Chen, 2006). Peningkatan kemampuan melawan radikal DPPH ini dapat 
disebabkan karena kombucha secara signifikan dapat membalikkan kromat (VI) 






Adanya kandungan antioksidan pada kombucha membuat minuman ini 
mempunyai kemampuan dalam menghambat peroksidasi asam linoleat, mengikat 
DPPH radikal dan mengkelat logam transisi prooksidan seperti Fe dan Cu. 
Aktivitas antioksidan yang tinggi pada teh disebabkan karena adanya gugus 
dihidroksi 3’-4’ pada cincin B dan ester galoil pada cincin C flavonol yang 
merupakan struktur penting dalam pengkelat ion logam (Özdemir dan Çon, 2017). 
Kombucha dapat menurunkan ion Fe2+ karena terjadi modifikasi polifenol teh oleh 
mikroorganisme selama fermentasi (Chu dan Chen, 2006). 
 
2.8. Senyawa Bioaktif yang Memiliki Kemampuan Imunomodulator  
2.8.1. Kunyit  
a. Kurkumin  
Kurkumin mempunyai aktivitas anti-infalamsi, antitumor dan antioksidatif 
dan dapat bertindak sebagai imunomodulator karena dapat memodulasi sejumlah 
jalur persinyalan, seperti transforming growth factor-β, fosforilase kinase, adhesi 
molekul, 5-lipoxygenase (5- LOX), STAT3, NF-κB (nuclear factor-kappaB), dan 
apoptotic protein (Gupta et al. 2013 dalam Xu dan Liu, 2017). Kurkumin juga dapat 
menghambat reaksi kinase seperti Mitogen-activated protein kinase  (MAPK), 
dimana jalur MAPK dan NFκB berhubungan dengan pengatur respon inflamasi, 
sehingga penghambatan jalur ini dapat menyebabkan apoptosis sel (Liu et al. 
2006) dan menurunkan sitokin pro-inflamasi seperti IL-1α, IL-6 dan TNF-α 
(Rahardjo et al., 2014).  
Selain dapat bertindak sebagai imunostimulan, kurkumin juga memiliki 
kemampuan sebagai imunosupresan dengan meningkatkan jumlah sel T regulator 
(Zhao et al., 2012). Sel T regulator ini berperan untuk membatasi aktivasi limfosit 
lain, terutama sel T dan mencegah autoimunitas (Abbas et al., 2019). Mekanisme 
kurkumin sebagai imunosupresan yakni dengan meningkatkan ekspresi FoxP3 
(Chai et al., 2020), dimana FOXP3 merupakan faktor transkripsi yang 
keberadaannya mutlak diperlukan sebagai penanda dari sel T regulator agar suatu 
individu hidup normal. Penghapusan gen FOXP3 pada mencit menyebabkan 
mencit akan kehilangan sel T regulator, timbul penyakit autoimun dan mencit akan 







2.8.2. Teh  
a. Polifenol (EGCG, theaflavin) 
EGCG dan theaflavin yang merupakan senyawa polifenol yang paling 
banyak ditemukan pada teh. EGCG digunakan sebagai imunomodulator karena 
dapat meningkatkan sekresi interferon, aktivitas sel NK, meregulasi jalur NFκB, 
menghambat aktivitas ROS serta meregulasi apoptosis sel neutrofil dan polarisasi 
Th1/Th2 (Koch et al., 2018 dalam Chowdhury dan Barooah, 2020). Sedangkan 
theaflavin dapat menurunkan ekspresi lipopolisakarida (LPS)-intracellular 
adhesion molecule (ICAM)-1 dan vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1 
melalui pemblokiran NFκB dan aktivasi jalur c-Jun terminal kinase (JNK) sehingga 
dapat menghambat sitokin pro-inflamasi seperti IL-6 (Fernández et al., 2020 dalam 
Chowdhury dan Barooah, 2020). Pemberian EGCG dan EGC secara oral dapat 
menurunkan inflamasi, menghambat proliferasi dan sitokin pro-inflamasi karena 
dapat menghambat jalur NF-кB (Di Lorenzo et al. 2013 dalam Rahayu et al. 2018).  
b. Alkaloid  
Teh juga mengandung senyawa alkaloid metilxantin, yakni kafein dan 
turunannya berupa theofilin (TP) dan theobromin (TBR). Reaksi antara metil xantin 
dengan reseptor adenosin berhubungan dengan efek fungsional kafein, yakni 
menurunkan neutrofil, kemotaksis monosit dan penghambatan TNF-α  
(Chowdhury dan Barooah, 2020). 
2.8.3. Selama Fermentasi Kombucha  
 Penelitian oleh Sofiakmi et al. (2014) yang dilakukan secara in vitro terhadap 
proliferasi sel limfosit mencit galur Balb/C menunjukkan bahwa kombucha memiliki 
aktivitas imunomodulator karena adanya senyawa polifenol, flavonoid dan asam 
organik. Dimana asam organik yang paling banyak memiliki aktivitas 
imunomodulator adalah asam asetat, asam glukoronat, asam laktat, dan asam 
askorbat. Peningkatan senyawa polifenol, flavonoid dan asam-asam organik ini 
dapat menginduksi sistem imun karena dapat meningkatkan respon sel T limfosit 
dan memperbaiki sistem imun, serta merangsang proliferasi sel limfosit (Arnas, 
2009). 
a. Fenol 
Mekanisme fenol meregulasi sistem imun dengan cara menghalangi 
produksi sitokin pro-inflamasi (Ding et al., 2018), menginaktivasi NF-κB, 
memodulasi MAPk (mitogen-activated protein kinase) serta jalur asam arakidonat 





mononuclear cells (PBMC), produksi Ig, IL-2 dan interferon gamma (IFN-γ+). IFN-
γ+ ini juga berperan penting untuk menstimulasi sel NK, sel T sitotoksik dan 
makrofag yang berperan terhadap proses killing dan apoptosis sel yang tidak 
normal (Abbas et al. 2005 dalam Dewanti et al. 2012). 
b. Flavonoid 
 Aktivitas anti-inflamasi dari flavonoid berhubungan dengan berbagai 
mekanisme, termasuk inaktivasi NF-κB (nuclear factor kappa-B), modulasi MAPK 
dan  jalur asam arakidonat, menghambat PI3K (phosphatidylinositide 3-
kinase/protein kinase B), serta mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 
1). Selain itu, flavonoid juga dapat menurunkan ekspresi gen pro-inflamasi dan 
sintesis sitokin, menghambat ROS dan produksi NO (Yahfoufi et al., 2018).   
Flavonoid dapat meningkatkan proliferasi sel limfosit yang dapat 
menyebabkan sel Th1 teraktivasi dan IFN-γ+ mengaktifkan makrofag (Ukhrowi, 
2011 dalam Sulistiani dan Rahayuningsih, 2015). Setelah aktif, sel Th1 ini dapat 
menghasilkan IFN-γ, dimana IFN-γ ini dapat menstimulasi respon fagosit, 
termasuk makrofag dengan meningkatkan produksi enzim lisosom dan senyawa 
reaktif mikrobisidal seperti NO dan H2O2 dengan cara meningkatkan presentasi 
antigen untuk menghancurkan bakteri (da Cunha et al. 2019). 
c. Asam organik 
 Menurut Reverter et al. (2014) dalam Busti et al. (2020), asam organik 
mempunyai kemampuan sebagai imunostimulan dan antimikroba. Pemberian 
asam organik secara signifikan mampu meningkatkan CD4+ dan limfosit TCR-II 
sehingga mampu memicu respon imun dengan cepat (Khan dan Iqbal, 2016) 
d. Vitamin  
 Vitamin C pada kombucha merupakan mikronutrien penting karena 
mempunyai kemampuan untuk menyumbangkan elektron. Senyawa ini 
merupakan antioksidan dan kofaktor untuk proses biosintesis. Vitamin C berperan 
dalam sistem imun dengan mendukung imunitas innate dan adaptif, menunjang 
fungsi epitel barrier melawan patogen dan melindungi diri dari stress oksidatif 
lingkungan. Vitamin C terakumulasi dalam sel fagosit, seperti neutrofil, dan dapat 
meningkatkan kemotaksis, fagositosis, pembentukan oksigen reaktif spesies, dan 
akhirnya pembunuhan mikroba. Vitamin C juga terbukti meningkatkan diferensiasi 
dan proliferasi sel B dan sel T. Kekurangan vitamin C dapat mengakibatkan 







 Mekanisme kerja bakteri probiotik adalah dengan cara menempel pada sel 
epitel, menghasilkan lendir, menghasilkan senyawa-senyawa peptida antimikroba 
seperti bakteriosin dan reuterin serta menurunkan pH pada saluran pencernaan 
melalui produksi asam-asam organik. Bakteri probiotik juga dapat meningkatkan 
aktivitas sel NK (natural killer), melakukan fagositosis, menghasilkan serum 
imunoglobulin A (IgA) dan menghambat sitokin-sitokin proinflamasi dengan cara 
memproduksi H2O2 (Ayivi et al., 2020). 
Proses fermentasi membuat kombucha mengandung bakteri probiotik yang 
dapat menghambat fosforilasi atau ubiquitinasi IκBα, degradasi inhibitor NFκB dan 
penurunan translokasi p65 sehingga pelekatan NFκB menurun. Selain itu, 
probiotik juga dapat menghambat jalur MAPK, dimana jalur MAPK dan NFκB ini 
beperan pada sitokin pro-inflamasi. Penghambatan dua jalur ini dapat 
meningkatkan efek antiinflamasi, salah satunya oleh IL-10 (Llewellyn dan Foey, 
2017). 
2.9. Salmonella typhi 
Salmonella merupakan bakteri gram negatif golongan Enterobactericeae. 
Bakteri ini bersifat fakultatif anaerob dan tidak membentuk spora. Salmonella 
merupakan golongan bakteri dengan suhu pertumbuhan optimum 5-47°C dan 
dapat hidup pada pH 6,5-7,5. Salmonella akan tumbuh secara optimal pada suhu 
35-37° C. Salmonella tersebar secara luas di alam. Bakteri ini dapat berkolonisasi 
pada saluran pencernaan manusia dan hewan ternak, serta dapat ditemukan pada 
saluran pencernaan burung liar, reptil dan serangga. Saat Salmonella 
berkolonisasi di saluran pencernaan, organisme ini akan disekresikan dalam 
bentuk feses (Food and Drug Admininstration, 2012) 
Salmonella merupakan bakteri patogen dan penyebab utama penyakit 
bawaan dari makanan (foodborne disease). Berdasarkan serovarnya, Salmonella 
dapat menyebabkan dua jenis penyakit, yakni Salmonellosis non typhoidal dan 
demam tifoid. Beberapa gejala yang ditimbulkan antara lain mual, muntah, kram 
perut, diare, demam dan sakit kepala (Food and Drug Admininstration, 2012). 
Infeksi Salmonellosis tidak hanya menyebabkan penyakit gastroenteritis dan 
infeksi usus saja, mikroorganisme ini juga dapat mencapai sistem pernafasan dan 
menyebabkan penyebaran infeksi lain seperti meningitis. Beberapa gejala 
penyakit Salmonellosis diantaranya adalah demam ringan, batuk kering maupun 





2.10. Flow cytometry  
Flow cytometry merupakan suatu teknik yang menggunakan perangkat 
optik-elektronik untuk menganalisis karakteristik fisik dan kimia partikel 
mikroskopis dalam suspensi fluida. Berbeda dengan mikroskop yang mengubah 
partikel menjadi bentuk gambar, flow cytometer dapat menghitung partikel mikro 
yang tersuspensi dalam suatu fluida (Errante, 2015). Komponen utama pada flow 
cytometer adalah flow chamber, sumber cahaya, detektor dan konverter digital, 
sistem amplifikasi dan komputer untuk menganalisis sinyal (Kurec, 2014). 
Prosedur analisa menggunakan flow cytometry umumnya diawali dari 
pewarnaan (staining) sel dengan antibody-fluorescent, dialirkan pada alat flow 
cytometer, sel dipisahkan melalui suatu celah sempit dan ditembak atau melewati 
sinar laser, fotodeteksi mengukur jumlah fluoresen. Histogram atau plot 
menunjukkan proposi sel nonfluoresense dan fluoresense sehingga limfosit, 
monosit, granulosit dapat dibedakan (Baratawidjaja dan Rengganis, 2010). Flow 
cytometry umumnya digunakan untuk diagnosis penyakit menular dan penyakit 
neoplastik, studi sklus seluler, analisis kromosom, transplantasi organ, analisis 
normal dan abnormal DNA, maupun imunodefisiensi (Curtis et al., 2011). Flow 
cytometry juga dapat digunakan untuk menemukan berbagai molekul intrasel 
seperti sitokin yang diproduksi sel dan fungsi neutrophil (fagositosis) dengan 
menganalisa neutrophil yang mengandung bakteri barlabel (Baratawidjaja dan 
Rengganis, 2010) 
Flow cytometry memiliki beberapa kelebihan, diantaranya memungkinkan 
pembedaan populasi asal berbagai jenis sel, mampu menganalisis sel dalam 
jumlah banyak, sensitivitas tinggi, bersifat kuantitatif sehingga dapat menentukan 
densitas permukaan antigen yang diekspresikan, sangat fleksibel (dapat dilakukan 
mix dan match antibodi untuk analisis suatu diagnosis, waktu deteksi cepat (hanya 
beberapa jam) dan mudah distandarisasi. Sedangkan kelemahan dari flow 
cytometri adalah membutuhkan sel yang viable (hidup) untuk dianalisis, 
membutuhkan operator yang terampil dan tidak bisa mengamati langsung populasi 
sel imunofetnotip (Ioachim dan Medeiros, 2009). 
2.11.  Penelitian Terdahulu tentang Pemberian Kombucha dan Kunyit 
terhadap Respon Imun 
Kombucha teh hitam dan kunyit telah banyak digunakan sebagai terapi 





tersebut. Berikut adalah beberapa penelitian terdahulu tentang pemberian 
kombucha dan kunyit terhadap respon imun: 
 
Tabel 2.7. Penelitian terdahulu tentang pemberian kombucha dan kunyit 
terhadap respon imun 
Metode Hasil respon imun 
Penelitian  yang dilakukan oleh 
Wang et al. (2016) 
1) Kombucha teh hitam difermentasi 
selama 4 hari pada suhu 30°C 
2) Mencit diberi sisklofosfamid (CY) 
80 mg/kg BB sebagai 
imunosupresan selama 3 hari  
3) Pemberian kombucha dengan 
dosis rendah, sedang dan tinggi 
(2, 4 dan 8 mg/kg/hari) selama 
12 hari setelah diberi CY  
 
1) Kombucha pada dosis sedang dan 
tinggi mampu mengatasi 
imunosupresi pada tikus yang 
diinduksi CY 
2) Terjadi kenaikan berat badan mencit, 
jumlah sel darah putih, jumlah timus 
dan limpa, meningkatkan proliferasi 
limfosit, fungsi peritoneum makrofag 
dan meningkatkan sel NK. 
3) Kombucha dapat meningkatkan 
aktivitas alkaline phosphatase 
(AKP), superoksida dismutase 
(SOD), katalase (CAT) dan 
glutathione peroxidase (GSH-PX) 
pada serum darah  
Penelitian  yang dilakukan oleh 
Vázquez-Cabral et al. (2017) 
1) Kombucha oak dan teh hitam  
difermentasi selama 7 hari pada 
suhu 28°C 
2) Uji in vitro dilakukan 
menggunakan sel kanker kolon 
manusia dan sel kanker 
payudara yang diberikan 
senyawa 3-(4, 5-dimethyl thiazol-
2- yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 
bromide (MTT) 
 
1) Level sitokin pro-inflamasi IL-6, 
TNF-α dan NO turun secara 
signifikan dengan pemberian 
kombucha  
 
Penelitian oleh Villarreal-Soto et al. 
(2019) 
1) Kombucha teh hitam 
difermentasi selama 21 hari 
pada suhu 21°C 
2) Respon antiinflamasi dan anti-
proliferasi dilakukan secara in 
vitro menggunakan sel kanker 
kolon manusia (HCT-16) dan sel 
kanker payudara  
1) Respon anti-inflamasi kombucha 
meningkat dengan tingginya rasio 
s/h (surface/height) dengan nilai 
IC50 mencapai 9,0 ±0,1 µg/ml  
2) Aktivitas anti-kanker pada sel 
kanker kolon, persentase 
penghambatan tertinggi yakni 
55,3%, sedangkan hasil teh non 











Metode Hasil respon imun 
Penelitian  yang dilakukan oleh 
Chauhan et al. (2010) 
1) Mencit Swiss albino diberi 
kurkumin sebanyak 25, 50, 100 
dan 200 mg/kg BB  
2) Mencit dikelompokkan menjadi 
kelompok normal dan kelompok 
imunosupresif (diberi siklosporin)  
1) Curcuma dapat menstimulasi 
imunitas mencit normal dan yang 
yang diberi imunosupresan  
2) Hal ini karena curcuma dapat 
menyebabkan stimulasi sel T, 
sekresi sitokin Th1 dan menekan 
level kortikosteron  
Penelitian  yang dilakukan oleh 
Heeba et al. (2014)  
1) Mencit albino jantan diberi 
kurkumin (50 mg/kg BB), 
quercetin (50 mg/kg BB) dan 
kombinasi keduanya selama 14 
hari  
2) Kemudian mencit diinjeksi 
dengan karagenan sehingga 
mengalami pembengkakan kaki  
1) Baik kurkumin dan quercetin 
menyebabkan penurunan 
pembengkakan akibat karagenan 
dan infiltrasi limfosit  
2) Kedua flavonoid ini menurunkan 
pembentukan MDA dan NO serta 
mengembalikan GSH pada kaki 
mencit, meningkatkan HO-I mRNA, 
menurunkan level TNF-α 
Penelitian oleh Guimarães et al. 
(2011) 
1) Penyakit periodontal (kerusakan 
jaringan pada gigi) dilakukan 
dengan memberikan ligatur 
kapas pada molar gigi mencit 
2) Mencit diberi kurkumin dengan 
dua jenis dosis (30 dan 100 
mg/kg) selama 15 hari 
1) Kurkumin secara efektif 
menghambat ekspresi gen sitokin di 
tingkat mRNA dan protein.  
2) Pemberian kurkumin menunjukkan 
penurunan infiltrat sel inflamasi, 
peningkatan kandungan kolagen 
dan jumlah sel fibroblastik  
3) Efek inflamasi kurkumin memiliki 








III. KERANGKA KONSEP PENELITIAN 
 
3.1 Kerangka Pemikiran 
Kunyit dan teh hitam merupakan salah satu bahan pangan yang banyak 
mengandung senyawa bioaktif. Dalam kunyit terdapat senyawa kurkuminoid dan 
minyak volatil (Dosoky dan Setzer, 2018), sedangkan pada teh hitam terdapat 
senyawa polifenol (EGCG dan theaflavin) serta alkaloid (yakni kafein dan 
turunannya) (Chowdhury dan Barooah, 2020). Kandungan senyawa-senyawa 
bioaktif ini dapat ditingkatkan melalui proses fermentasi, salah satunya dengan 
dibuat menjadi kombucha.  
Kombucha merupakan minuman dari teh manis yang difermentasi 
menggunakan SCOBY (Symbiotic Consortium of Bacteria and Yeast). Simbiotik 
kultur ini terdiri dari bakteri asam asetat (A. xylinum), khamir (yakni Pichia, 
Candida, Zygosaccharomyces, Brettanomyces dan Saccharomyces) dan sedikit 
bakteri asam laktat (Jayabalan et al., 2014). Kombucha tidak hanya dapat dibuat 
dari teh hitam, tetapi juga dapat menggunakan bahan lain (Jayabalan et al., 2014), 
salah satunya adalah kunyit. Lingkungan asam akibat proses fermentasi 
kombucha akan menyebabkan degradasi senyawa fenolik sehingga terjadi 
peningkatan kandungan polifenol dan antioksidan (Mei et al., 2019). Senyawa hasil 
metabolit selama proses fermentasi membuat kombucha memiliki banyak manfaat 
kesehatan, yakni sebagai antioksidan, anti-karsinogenik, menurunkan kolesterol 
dan meningkatkan sistem imun (Chakravorty et al., 2016).  
Saat tubuh terpapar oleh adanya benda asing seperti bakteri patogen, 
maka sistem imun dalam tubuh yakni imunitas bawaan maupun imunitas adaptif 
akan bekerja untuk mengeliminasi patogen yang masuk. Patogen yang 
menginfeksi tubuh akan dieliminasi secara langsung oleh makrofag maupun 
neutrofil yang berperan sebagai imunitas bawaan sehingga tidak menimbulkan 
penyakit, namun jika imunitas bawaan ini tidak bisa menyelesaikan tugasnya maka 
akan memicu respon imunitas adaptif (Rifa’i, 2010) yang bekerja secara spesifik 
dengan mengenali antigen mikroba dan akan membentuk memori imunologis 
(Baratawidjaja dan Rengganis, 2010).  
Kandungan senyawa bioaktif pada kombucha seperti senyawa polifenol, 
flavonoid dan asam-asam organik dapat dapat meningkatkan respon sel T limfosit, 
memperbaiki sistem imun, merangsang proliferasi sel limfosit (Arnas, 2009) serta 





α, IFN-ϒ, IL-2, dan meningkatkan sitokin antiinflamasi, sehingga kombucha 
berpotensi digunakan sebagai imunomodulator. 
Pengujian efektifitas kombucha sebagai imunomodulator dilakukan dengan 
menggunakan hewan coba berupa mencit betina yang sebelumnya diinfeksi 
dengan Salmonella. Salmonella merupakan bakteri patogen yang dapat 
menggangu sistem imun tubuh dan penyebabkan timbulnya penyakit. Parameter 
uji in vivo yang digunakan pada penelitian ini antara lain CD4+, CD25+, TNF-α, INF-




































Gambar 3.1 Kerangka Pemikiran
Teh hitam 
Kombucha teh hitam 
Senyawa bioaktif  
Sitokin antiinflamasi (IL-10) 
Kunyit  
Kurkuminoid, minyak atsiri 
Fermentasi  
Potensi kombucha sebagi imunomodulator 
Respon imun 
Sitokin pro inflamasi  




Hewan coba  























 Gambar 3.2. Kerangka Operasional 
 
Tahap Pertama Tahap Kedua 
Uji Kimia dan kandungan senyawa bioaktif 
Analisis Data 
Teh hitam  Kunyit   
Dipanaskan dalam 500 ml air mendidih 
Ditambah sukrosa 10% + SCOBY 10%  
Fermentasi 14 hari  








, sitokin TNF-α, IFN-ϒ, IL-2, IL-10, makrofag CD68-IL6 
Adaptasi mencit selama 7 hari 
Randomisasi kelompok  
P0 : Kontrol negatif 
P1 : mencit sehat + K. kunyit 
P2 : Mencit sehat + K. teh  
P3 : Kontrol positif 
P4 : Infeksi + K. Kunyit  





3.2.  Hipotesis 
1. Terdapat perbedaan karakteristik kombucha kunyit dan kombucha teh hitam 
selama proses fermentasi. 
2. Kombucha kunyit dan kombucha teh hitam mempunyai kemampuan yang 






 IV. METODE PENELITIAN 
 
4.1. Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelitian dilaksanakan di Laboraturium Kewirausahaan, Laboraturium 
Mikrobiologi Pangan, Laboraturium Biologi Seluler dan Molekuler FMIPA UB dan 
Laboraturium Farmakologi UMM pada bulan Agustus 2020 sampai bulan Maret 
2021.   
4.2. Alat dan Bahan 
4.2.1. Bahan 
Bahan yang digunakan untuk penelitian tahap satu antara lain: kunyit (yang 
dibeli di Pasar Blimbing, Malang), teh hitam (Tong Tji), gula pasir (Gulaku), starter 
kombucha, sarung tangan plastik, aquades, DPPH, etanol 96% (Smartlab), Folin 
Ciocalteau (Merck), NaOH, Na2CO3, phenoftalen (Sigma), asam galat (Merck). 
Bahan yang digunakan untuk pengujian imunomodulator antara lain: mencit 
betina usia 8 minggu dengan berat 20 gram, kombucha kunyit, kombucha teh 
hitam, BR1, Salmonella typhi, phosphate buffer saline (PBS), marker CD4+, CD25+, 
TNF-α, IFN-γ, IL-10, IL-2, makrofag CD68 dan IL-6. 
4.2.2. Alat  
Alat yang digunakan pada penelitian tahap satu antara lain: oven vacuum, 
timbangan digital (Scout Ohaus), pH meter (Trans Instrumen), inkubator, 
spektrofotometer (Labomed), vortex (LW Scientific), tabung reaksi, erlenmeyer, 
labu ukur, gelas ukur, pipet ukur, corong (Pyrex, Duran, Herma), toples kaca, buret, 
pipet tetes, bulp, pengaduk kaca, spatula, alumunium foil, kertas wrap, corong, 
sentrifuge, kertas saring dan kuvet. Alat yang digunakan pada pengujian in vivo 
untuk pemeliharan mencit dan pembedahan antara lain: kandang mencit, tempat 
makan dan minum mencit, sekam, timbangan digital, gunting pembedahan, pinset, 
jarum pentul, jarum sonde, syringe, sarung tangan, tabung organ, microtube, 










4.3. Penelitian Tahap I: Karakterisasi Kombucha Kunyit (Curcuma longa) dan 
Kombucha Teh Hitam (Camelia sinensis) 
4.3.1. Pelaksanaan Penelitian  
a. Pemeliharaan Kultur  
Kultur kombucha didapatkan secara komersial dari salah satu produsen 
kombucha di Indokombucha. Kultur dipelihara di laboratorium dengan 
menggunakan seduhan teh hitam (1,2%) dan gula (10%) (Jayaban et al., 2008). 
b. Pembuatan Kombucha Teh Hitam  
Pembuatan kombucha teh dilakukan dengan modifikasi penelitian oleh Putri, 
(2020); Sreeramulu et al. (2000) dengan tahapan sebagai berikut. 
1. 2 gram teh hitam dilarutkan dalam 500 ml air mendidih selama 5 menit  
2. Air seduhan teh disaring dan ditambahkan 10% gula lalu dimasukkan ke 
dalam toples kaca dan didinginkan pada suhu ruang  
3. Setelah dingin, ditambahkan 10% starter secara aseptis. Toples kaca ditutup 
dengan kain steril  
4. Difermentasi selama 14 hari pada suhu ruang.  
c. Pembuatan Kombucha Kunyit 
Kombucha kunyit dibuat berdasarkam penelitian oleh Wijayanti (2020) 
dengan tahapan sebagai berikut:  
1. Dipilih kunyit dengan kualitas baik dan segar, kemudian kunyit dicuci, dipotong 
dengan ketebalan 0,2-0,3 cm  dan dikeringkan dengan  menggunakan kabinet 
dryer dengan suhu 60 °C selama 4 jam. 
2. Kunyit yang sudah kering dihancurkan dengan blender hingga halus.  
3. Bubuk kunyit ditimbang sesuai dengan konsentrasi 1,2% lalu dimasukkan ke 
dalam kantong teh 
4. Sebanyak 500 ml air direbus di panci berenamel dengan api sedang hingga 
mendidih 
5. Ditambahkan gula pasir 10% (b/v) ke dalam panci dan diaduk hingga 
homogen kemudian ditambahkan kantong teh yang berisi bubuk kunyit 
6. Larutan gula dan kunyit dimasukkan ke dalam toples kaca steril kemudian 
ditunggu hingga dingin (25±2 oC) 
7. Setelah dingin, dimasukkan starter kombucha sebanyak 10% (v/v)  
8. Toples kaca yang sudah diinokulasi ditutup dengan serbet kertas steril dan 
diikat dengan karet gelang  





d. Analisis Kimia 
Proses analisa kimia pada kombucha teh hitam dan kombucha kunyit 
dilakukan pada fermentasi (hari ke-0) dan akhir fermentasi pada (hari ke-14). 
Pengujian analisis kimia meliputi: pH (AOAC, 1995), total asam (AOAC, 1995), 
total fenol (Modifikasi Sharma et al., 2011), total gula (Modifikasi Apriyantono et 
al., 1989), aktivitas antioksidan DPPH (Modifikasi Molyneux, 2004). Metode 
analisa kimia dapat dilihat pada Lampiran 1. 
Komponen senyawa bioaktif pada kombucha teh hitam dianalisis dengan 
metode GC-MS. Sampeldilarutkan dengan metanol dan diinjeksikan ke GCMS 
sebanyak 1 µL. GCMS menggunakan kolom kapiler (phenyl methyl siloxane) 
dengan panjang 30 m, diameter 250 µm, dan ketebalan film 0,25 µm. Gas 
pembawa berupa helium dengan kecepatan alir 54,2 ml/menit. Suhu awal 300°C 
dan tekanan 10,50 psi. Outlet bertekanan vakum dengan detektor menggunakan 
MSD. Running time selama 16 menit, sedangkan deteksi senyawa menggunakan 
library Wiley 275 (Afgani, 2018).  
Komponen senyawa bioaktif kombucha kunyit dianalisis dengan metode GC-
Headspace. Sampel diinjeksikan ke GCMS sebanyak 5 ml. GCMS menggunakan 
kolom kapiler (phenyl methyl siloxane) dengan panjang 30 m, diameter 250 µm, 
dan ketebalan film 0,25 µm. Gas pembawa berupa helium 
dengan kecepatan alir 20 ml/menit. Suhu awal 200°C. Outlet bertekanan vakum 
dengan detektor menggunakan MSD. Running time selama 15 menit, sedangkan 
deteksi menggunakan software Chromeleon Chromatography Data System 
(CDS). Sifat-sifat dari senyawa hasil GC-MS ini dapat diduga dengan bantuan 
database program pubchem dan program PASS online (Pharmaexpert). 
4.4. Penelitian Tahap II: Potensi Kombucha Kunyit dan Teh Hitam sebagaI 
imunomodulator 
4.4.1. Racangan Penelitian 
Penelitian ini menggunakan True Experimental Design: Post Test Only 
Control Group Design untuk mengukur pengaruh perlakuan pada kelompok 
eksperimen dengan cara membandingkan dengan kelompok kontrol. Pemilihan 
objek penelitian menggunakan RAL (Rancangan Acak Lengkap).  
Estimasi jumlah mencit yang digunakan dihitung berdasarkan rumus Federer 
(n-1) (p-1) ≥ 15. n merupakan jumlah sampel tiap perlakuan dan p merupakan 
jumlah perlakuan. penelitian ini menggunakan 6 macam perlakuan, maka jumlah 





(n1)(p-1) ≥ 15 
(n-1)(6-1)  ≥ 15 
5 (n-1)  ≥ 15 
5n -5  ≥ 15 
n  ≥ 4 ekor 
dari hasil perhitungan diatas, jumlah hewan coba yang digunakan sebagai sampel 
penelitian minimal sebanyak 4 ekor pada setiap kelompok. Untuk meminimalisir 
kehilangan hewan coba akibat mati atau sakit, maka ditambahkan 1 ekor mencit 
pada setiap kelompok. Sehingga total mencit yang digunakan adalah 30 ekor 
dengan rincian 5 ekor mencit untuk total 6 jenis perlakuan. 30 ekor mencit akan 
dibagi menjadi 6 kelompok perlakuan dengan 5 ulangan sebagai berikut: 
Kontrol Negatif (P0) : Mencit normal dan diet normal 
Perlakuan 1 (P1) : Mencit sehat dan pemberian kombucha kunyit 
dengan dosis 0,31 ml/20 g berat badan/hari  
Perlakuan 2 (P2) : Mencit sehat dan pemberian kombucha teh hitam 
dengan dosis 0,31 ml/20 g berat badan/hari 
Kontrol Positif (P3) : Mencit diinfeksi dengan bakteri Salmonella 
typhimurium 108 CFU/ml dan diet normal 
Perlakuan 3 (P4) : Mencit diinfeksi dengan bakteri Salmonella 
typhimurium 108 CFU/ml dan pemberian 
kombucha kunyit dengan dosis 0,31 ml/20 g berat 
badan/hari  
Perlakuan 4 (P5) : Mencit diinfeksi dengan bakteri Salmonella 
typhimurium 108 CFU/ml dan pemberian 
kombucha teh hitam dengan dosis 0,31 ml/20 g 
berat badan/hari  
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah jenis kombucha (kombucha 
kunyit dan teh hitam)  Sedangkan jenis variabel terikat meliputi CD4+, CD25+, TNF-
α, IFN-γ, IL-10, IL-2 dan Makrofag CD68. Dosis kombucha yang diberikan merujuk 
pada konsumsi kombucha pada manusia dalam 1 hari sebanyak 118 ml (Nummer, 
2013 dalam Dutta dan Paul, 2019), sehingga penentuan dosis kombucha untuk 
mencit yakni: 
= 118 ml x 0,0026 ml 





4.4.2. Pelaksanaan Penelitian 
Penelitian ini menggunakan mencit betina yang berusia 7-8 minggu 
sebanyak 30 ekor dengan berat badan 20±5 gram, sehat dan tidak cacat secara 
anatomi. Sebelum uji in vivo terlebih dahulu dilakukan kelayakan etik. Kelayakan 
etik atau Ethical Clearance dilakukan di Laboratorium Biosains oleh Komisi Etik 
Penelitian (Animal Care and Use Committee) Universitas Brawijaya.  
a. Masa Adaptasi 
1. Mencit diadaptasi dengan kondisi laboratorium atau kandang sampai ±7 hari. 
Selama masa adaptasi, hewan coba diberikan pakan standar dan air minum. 
2. Berat badan ditimbang setiap tiga hari sekali. 
b. Masa perlakuan uji in vivo Imunomodulator 
1. Mencit betina dibagi menjadi 6 kelompok perlakuan secara acak, yaitu P0, 
P1, P2, P3, P4 dan P5 
2. Pemberian kombucha selama 21 hari.  
3. Hari ke 22 dilakukan infeksi Salmonella typhi 108 CFU/ml sebanyak 0,5 ml 
pada kelompok P3, P4 dan P5 
4. Dibiarkan selama 7 hari untuk mengetahui kondisi mencit setelah diinfeksi 
dan diberikan produk kombucha.  
5. Pada akhir perlakuan (hari ke-29) dilakukan pembedahan terhadap mencit 
untuk diambil organ spleen (limpa) untuk diuji sitokin CD4+, CD25+, TNF-α, 
IFN-γ, IL-2, IL-10, makrofag CD68 dan IL-6 dengan flow cytometry. 
4.4.3 Analisis Data 
Data hasil penelitian berupa data kuantitatif yang akan dianalisis secara 
statistika menggunakan program minitab 17 dengan analisis ragam atau analisis 
varian (ANOVA) dan apabila menunjukkan adanya perbedaan maka dilakukan uji 














4.5. Diagram Alir Penelitian 
4.5.1. Penelitian Tahap 1 : Pembuatan Kombucha Kunyit 
 
 
Dicuci, diiris tipis ketebalan 0.2 – 0.3 cm 
Dikeringkan dengan kabinet dryer 60°C 4 jam 
Dihancurkan dengan blender kering 
Ditimbang 6 gram dan dimasukkan dalam kantong teh 
Kantong teh dipanaskan dalam 500 air mendidih 
Diaduk 
Dimasukkan dalam toples kaca steril 
Ditunggu hingga dingin (25 ± 2 °C)  
Toples kaca ditutup dengan serbet kertas steril dan diikat dengan karet gelang  











10% gula pasir 
10% starter kombucha 
Kombucha kunyit 
Analisis:  
1. pH  
2. Total asam  
3. Total gula  
4. Fenol  
5. Antioksidan DPPH 





4.5.2. Penelitian Tahap 1 : Pembuatan Kombucha Teh Hitam  
 
 
Diseduh dalam 500 ml air mendidih 
Diaduk 
Dimasukkan dalam toples kaca steril 
Ditunggu hingga dingin (25 ± 2 °C)  
Ditutup dengan serbet kertas steril dan diikat dengan karet gelang  






Gambar 4.2. Diagram alir pembuatan kombucha teh hitam (Putri, 2020; 











2 gram teh hitam 
10% gula pasir 
10% starter kombucha 
Kombucha teh hitam 
Analisis:  
1. pH  
2. Total asam  
3. Total gula 
4. Fenol  
5. Antioksidan DPPH 





4.5.3. Penelitian Tahap 2:  Pengujian in vivo Imunomodulator (Modifikasi 

























 Diagram 4.3. Diagram alir prosedur uji imunomodulator  
30 ekor mencit betina usia 7-8 minggu berat 20-25 gram 
Randomisasi dan pembagian menjadi 6 kelompok (5 ekor mencit tiap kelompok) 
Adaptasi hewan coba 7 hari  
Mencit infeksi 
 


































0,31 ml/20g BB 
selama 21 hari 
Kelompok P3, P4, P5 diinduksi Salmonella 108 CFU/ml 
sebanyak 0,5 ml pada hari ke-22  
Hari ke 29 dilakukan pembedahan dan pengambilan spleen (limpa) 
Pengujian CD4+, CD25+, TNF-α, IFN-γ, IL-2, IL-10, Makrofag CD68 IL-6 
dengan flow cytometri. 
Analisa Data 





V. HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
5.1. Penelitian Tahap I: Karakteristisasi Kombucha Kunyit dan Teh Hitam 
5.1.1. Perubahan Komponen Kimia Kombucha Teh Hitam dan Kombucha 
Kunyit Selama Fermentasi 
Proses fermentasi teh hitam dan sari minuman kunyit oleh SCOBY ditandai 
dengan penurunan pH dan total gula, peningkatan kandungan asam dan senyawa 
fenol, terbentuknya pelikel nata diatas permukaan kombucha, serta peningkatan 
senyawa bioaktif. Adapun data hasil pengujian perubahan komposisi kimia 
kombucha teh dan kombucha kunyit dapat dilihat pada Tabel 5.1. 
 




Kombucha Kunyit Perubahan  Kombucha teh hitam  Perubahan  
Hari ke-0 Hari ke-14 Hari ke-0 Hari ke-14 
 pH 4,03 ± 0,06 3,02 ± 0,02 -1,01 3,96 ± 0,00 2,81 ± 0,08 -1,16 
Total Asam (%) 0,15 ± 0,03 0,22 ± 0,00 0,07 0,19 ± 0,00 0,58 ± 0,00 0,38 
 Total Gula (%) 8,95 7,91 -1,04 9,22 7,83 -1,39 
 Fenol (µg GAE/ml) 81,55 ± 8,06 132,89 ± 14,59 33,69 386,07 ± 25,08 716,02 ± 85,81 329,96 
AO DPPH (%) 39,12 52,95 13,83 64,45 94,39 29,94 
 
Pada pengamatan komposisi kimia kombucha teh dan kombucha kunyit, 
terlihat adanya perubahan setelah 14 hari fermentasi. Proses fermentasi selama 
14 hari ini menyebabkan terjadinya peningkatan kandungan total asam, total fenol 
dan aktivitas antioksidan. Sedangkan nilai pH dan total gula mengalami 
penurunan.  
Berdasarkan data analisa pH (Tabel 5.1), rerata nilai pH pada kombucha teh 
di hari ke-0 adalah 3,96 dan pada hari ke-14 turun menjadi 2,81, terjadi penurunan 
sebesar 1,16. Sedangkan pada kombucha kunyit rerata nilai pH pada hari ke-0 
adalah 4,03 dan pada hari ke-14 menjadi 3,02, turun 1,01. Adanya penurunan pH 
pada kombucha teh dan kombucha kunyit pada penelitian ini diduga karena 
adanya asam-asam organik dan metabolit sekunder yang dihasilkan selama 
fermentasi. Menurut Jayabalan et al. (2014), selama proses fermentasi, bakteri 
dan khamir akan memetabolisme sukrosa sehingga dihasilkan asam-asam organik 
seperti asam asetat, asam glukonat dan asam glukoronat. Peningkatan 
konsentrasi asam-asam organik tersebut mengakibatkan penurunan pH pada 
medium fermentasi (Afifah, 2010) karena asam-asam organik yang terlarut dapat 





juga oleh penelitian Nurikasari et al. (2017) bahwa pH kombucha teh menurun dari 
5,93 menjadi 3,65 selama 11 hari fermentasi. 
Kandungan total asam pada kombucha teh hitam (Tabel 5.1) naik 0,39% 
yakni dari 0,19% pada hari ke-0 menjadi 0,58% setelah 14 hari fermentasi. Total 
asam pada kombucha kunyit juga mengalami peningkatan 0,07%, dari 0,15% 
menjadi 0,22% pada hari ke-14. Hal ini diduga karena adanya asam-asam organik 
yang dihasilkan selama proses fermentasi. Menurut Aditiwati dan Kusnadi (2003), 
pada proses fermentasi kombucha, sukrosa akan dihidrolisis secara enzimatis 
menjadi glukosa dan fruktosa. Setelah itu, khamir (S. cerevisiae) akan 
memetabolisme glukosa menjadi etanol dan CO2. Etanol ini kemudian dioksidasi 
menjadi asetaldehid oleh bakteri asam asetat (Acetobacter) yang kemudian diubah 
menjadi asam asetat. Selain itu, selama fermentasi juga dihasilkan jenis asam 
organik lain seperti asam glukanoat, asam glukoronat, dan asam laktat. 
Kandungan asam organik ini semakin meningkat dengan lamanya waktu 
fermentasi. Menurut penelitian Wistiana dan Zubaidah (2015) pada kombucha 
yang dibuat dengan menggunakan berbagai jenis daun, total asam kombucha 
pada awal fermentasi berkisar 0,01%-0,02% sedangkan setelah fermentasi 
selama 14 hari jumlahnya naik menjadi 0,16%-0,23%.  
Rerata nilai total gula pada kombucha teh (Tabel 5.1) di hari ke-0 adalah 
9,22% dan pada hari ke-14 turun menjadi 7,83%, terjadi penurunan total gula 
sebesar 1,39%. Sedangkan pada kombucha kunyit rerata nilai total gula pada hari 
ke-0 adalah 8,95% dan pada hari ke-14 menjadi 7,91%, turun 1,04%. Penurunan 
total gula ini diduga karena gula digunakan oleh mikroba sebagai sumber nutrisi 
dan untuk proses metabolisme. Menurut Troy dan Terra, (2014), selama proses 
fermentasi, khamir akan menghidrolisis sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa 
untuk menghasilkan etanol melalui jalur glikolisis. Setelah itu, bakteri asam asetat 
akan menggunakan glukosa untuk menghasilkan asam glukonat dan etanol, etanol 
ini selanjutnya akan diubah menjadi asam asetat (Neffe-Skocinska et al., 2017). 
Penurunan total gula selama selama proses fermentasi tidak hanya disebabkan 
oleh aktivitas mikroba untuk proses metabolisme, gula juga digunakan oleh 
mikroba untuk menumbuhkan sel dan membentuk selulosa pada permukaan 
kombucha oleh bakteri asam asetat (Villarreal-Soto et al., 2018). 
Rerata nilai total fenol pada kombucha teh (Tabel 5.1) di hari ke-0 adalah 
383,57 µg GAE /ml dan pada hari ke-14 naik menjadi 716,02 µg GAE /ml, terjadi 





kunyit rerata nilai total fenol pada hari ke-0 adalah 81,55 µg GAE /ml dan pada hari 
ke-14 menjadi 138,05 µg GAE /ml, naik 56,50 µg GAE /ml. Peningkatan 
kandungan fenol ini diduga karena adanya enzim yang dihasilkan oleh bakteri dan 
khamir selama proses fermentasi yang mendegradasi senyawa kompleks menjadi 
lebih sederhana. Menurut Essawet et al. (2015), selama proses fermentasi, terjadi 
biotransformasi senyawa katekin (EGCG menjadi EGC dan ECG menjadi EC) 
serta jenis senyawa polifenol lainnya oleh enzim yang ada pada kultur kombucha 
(Jayabalan et al., 2007), seperti invertase, selulase, amilase yang dapat memutus 
ikatan kompleks antara senyawa fenol dengan struktur jaringan sehingga total 
fenolik pun meningkat (Essawet et al., 2015). Proses biotransformasi ini juga 
dipengaruhi oleh pH karena senyawa katekin dan theaflavin kurang begitu stabil 
pada larutan teh di pH ≤ 5 (Su et al., 2003) 
Mekanisme lain peningkatan senyawa polifenol adalah karena selama 
proses fermentasi terjadi depolimerisasi thearubigin serta transformasi dan 
kerusakan struktur oleh mikroorganisme. Gugus kromofor thearubigin yang 
struktur awalnya planar mengalami perubahan, sehingga total fenolik pun 
meningkat (Chu & Chen, 2006). Peningkatan total fenolik ini berbanding lurus 
dengan waktu fermentasi. Hal ini sesuai dengan penelitian Velićanski et al. (2014) 
bahwa total polifenol teh manis yang tidak difermentasi hanya 347,1 ± 3,8 µg GAE 
/ml. setelah difermentasi 7 hari jumlahnya naik menjadi 574,6 ± 10,2 µg GAE /ml. 
Analisa aktivitas antioksidan metode DPPH pada kombucha teh hitam 
dilakukan menggunakan pengenceran 50 kali, sedangkan pada kombucha kunyit 
memerlukan 20 kali pengenceran. Aktivitas antioksidan pada kombucha teh hitam 
(Tabel 5.1) di hari ke-0 adalah 64,45% dan pada hari ke-14 naik menjadi 94,39%, 
naik 29,94% sedangkan pada kombucha kunyit rerata aktivitas antioksidan pada 
hari ke-0 adalah 39,12 dan pada hari ke-14 mencapai 52,95%, naik 13,83%. 
Peningkatan aktivitas antioksidan ini diduga karena adanya degradasi polifenol 
oleh mikroorganisme selama proses fermentasi dan akibat proses metabolisme 
yang dilakukan oleh bakteri asam asetat dan khamir yang menghasilkan enzim 
vinyl fenol reductase.  
Menurut Hur et al. (2014), proses fermentasi dapat meningkatkan aktivitas 
antioksidan karena adanya reaksi hidrolisis oleh mikroorganisme dan kerusakan 
dinding sel tanaman yang dapat meningkatkan jumlah senyawa fenolik, flavonoid 
dan mengarah pada sintesis berbagai senyawa antioksidan. Selain itu, 





senyawa metabolit yang dihasilkan selama proses fermentasi seperti vitamin, dan 
asam organik. Senyawa-senyawa ini dapat bertindak sebagai pengikat radikal 
bebas, pengkelat logam, atau pendonor hidrogen untuk radikal.  
Mekanisme lain peningkatan aktivitas antioksidan selama proses fermentasi 
adalah karena adanya peningkatan total fenolik karena (1) proses katalisasi oleh 
enzim hidroksinamat dekarboksilase yang dilakukan oleh berbagai jenis 
mikroorganisme dengan mengubah asam hidroksinamat (seperti asam ferulat, 
asam kafeat) menjadi finil fenol, kemudian (2) proses reduksi yang dilakukan oleh 
khamir seperti Candida, Dekkera dan Brettanomyces dengan cara katalisasi oleh 
enzim vinyl fenol reduktase membentuk etil fenol (Ciani & Comitini, 2014), dimana 
semakin tinggi total fenolik yang dihasilkan, maka aktivitas antioksidannya pun 
juga semakin tinggi.  
Secara keseluruhan, komposisi kimia yang lebih tinggi dimiliki oleh 
kombucha teh hitam. Hal ini diduga karena teh hitam merupakan substrat yang 
paling optimal untuk pertumbuhan kombucha dan teh hitam mengandung 
komponen kimiawi yang lebih tinggi. Adapun kandungan kimia pada kunyit 
diantaranya adalah total fenol 7,54 mg GAE/g, aktivitas antioksidan DPPH 15-35% 
(Array et al., 2019), sedangkan komponen kimia pada teh antara lain total fenol 
56,63 mg GAE/g (Izzreen dan Mohd Fadzelly, 2013), aktivitas antioksidan DPPH 
sebesar 71,20% (de Carvalho Rodrigues et al., 2015), total gula sebesar 3%, total 
asam 0,5-2% (Harler, 1964 dalam Afgani, 2018). Adanya perbedaan komponen 
pada kombucha ini dapat disebabkan oleh beberapa faktor, yakni jenis bahan baku 
yang digunakan, suhu dan lama waktu dalam proses fermentasi, jumlah dan jenis 
mikrobia starter, sumber starter, karbon dan total gula (Chakravorty et al., 2016 
dalam (Afgani, 2018).  
5.1.2. Profil Komponen Bioaktif  
 Kombucha teh hitam memiliki kandungan senyawa-senyawa bioaktif yang 
cukup banyak, yakni polifenol, katekin, kafein (Sen et al., 2020), sedangkan kunyit 
mempunyai memiliki senyawa bioaktif yang didominasi oleh kurkuminoid, minyak 
atsiri serta senyawa lain seperti asam vanilat, vanilan dan quersetin (Tanvir et al., 
2017). Analisa lanjutan dengan menggunakan Gas Chromatography (GC) 
dilakukan untuk menduga senyawa-senyawa spesifik yang terkandung dalam 
kombucha. Sampel yang diinjeksikan pada GC akan diubah menjadi fasa uap dan 
dialirkan melewati kolom kapiler dengan bantuan gas pembawa. Pemisahan 





masing-masing senyawa. Pendeteksian berlangsung di dalam spektroskopi massa 
dengan mekanisme penembakan senyawa oleh elektron menjadi ion-ion spesifik. 
Spektrum dari ion-ion tersebut akan membentuk pola dapat dibandingkan dengan 
standard (BTBRD, 2014).  
 Menurut penelitian Afgani (2018), hasil analisa GC pada kombucha teh 
hitam menunjukkan adanya 5 jenis senyawa yang memiliki index similarity (SI) 
lebih dari 60%. Senyawa-senyawa tersebut dapat dilihat pada Tabel 5.2. 
Sedangkan hasil analisa GC pada kombucha kunyit menunjukkan adanya 5 jenis 
senyawa yang mempunyai nilai SI lebih dari 60%, 3 diantaranya memiliki efek 
sebagai imunomodulaor yakni C3H6O2, C8H9N3O4 dan C10H16 yang dapat dilihat 
pada Tabel 5.4 dan Tabel 5.5. Namun, kajian lebih lanjut diperlukan untuk 
meningkatkan akurasi analisis produk.  
Hasil GC MS pada Tabel 5.3 dan Tabel 5.5 menunjukkan adanya 
senyawa-senyawa yang memiliki kemampuan sebagai antioksidan dan 
berhubungan dengan imunomodulator, seperti nitric oxide scavenger, JAK2 
expression inhibitor, dan transcription NF-kB inhibitor. Hasil analisa GC pada 
kombucha kunyit menunjukkan adanya senyawa ethyl formate (C3H6O2), 
Butanenitrile, 2,3-dioxo-, dioxime, O,O'-diacetyl- (C8H9N3O4) dan 
Bicyclo[2.2.1]heptane, 2,2-dimethyl-3-methylene-, (1S)- (C10H16). Yang 
mempunyai efek sebagai imunomodulator.  
Beberapa penelitian menunjukkan pengaruh nicorandil (C8H9N3O4) pada 
proses inflamasi dan regulasi stres oksidatif (Ashour et al., 2020). Nicorandil dapat 
mencegah proses inflamasi dengan menekan adhesi monosit-endotel, yang 
merupakan kunci dalam patogenesis inflamasi (Sarma dan Ward, 2011). 
Penelitian oleh He et al. (2019) menunjukkan bahwa nicorandil dapat menghalagi 
jalur nuclear factor (NF-κB) dan mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
sehingga dapat mencegah pembentukan sitokin inflamasi dan menekan apoptosis. 
Selain itu, struktur kiral pada adamantine (C10H16) mengandung asam amino yang 
mempunyai efek imunostimulan (Manček-Keber et al., 2020). 
 
Tabel 5.2. Senyawa hasil GC-MS kombucha teh hitam (Afgani, 2018). 
Nama Senyawa SI (Similarity index) 
Hexane 86 








Tabel 5.3. Dugaan potensi fungsi senyawa hasil GC-MS kombucha teh (Afgani, 
2018). 









6 4,459 Hexane  C6H14 86,18 TNF expression inhibitor (0,572) 
Macrophage stimulant (0,555) 
Interleukin 2 agonist (0,517) 




Nitric oxide scavenger (0,328) 
Immunostimulant (0,372) 
Interleukin 6 antagonist (0,255) 
Interferon gamma antagonist (0,212) 
10 5,134 Uracyl  C4H4N2O2 112,09 Nitrate reductase inhibitor (0,377) 
Immunostimulant (0,324) 
Immunosuppressant (0,320) 
TNF expression inhibitor (0,302) 
Antibacterial (0,254) 
Interleukin 10 agonist (0,185) 
Cytokine modulator (0,099) 




C4H3OCHO 96,085 Cytochrome P450 stimulant (0,656) 
JAK2 expression inhibitor (0,579) 
NO inhibitor (0,512) 
Antimycobacterial (0,451) 
Oxygen scavanger (0,460) 
Antiinflamatory (0,304) 
Nitric oxide scavenger (0,219) 









Interleukin 10 agonist (0,478) 
JAK2 expression inhibitor (0,458) 
Interleukin 6 agonist (0,363) 
Nitric oxide antagonist (0,356) 
Interferon gamma antagonist (0,252) 
TNF expression inhibitor (0,246) 
Transcription NF-kB inhibitor (0,138) 
28 12,798 Kafein  C8H10N4O2 194,194 Immunomodulator (0,561) 
TNF expression inhibitor (0,488) 
Immunostimulant (0,341) 
Interleukin antagonist (0,304) 
Cytochrome P450 stimulant (0,233) 
 
Tabel 5.4. Senyawa hasil GC-MS kombucha kunyit  
Nama Senyawa SI 
Nitrogen  723 
Nickel tetracarbonyl  662 
Ethyl formate  696 
Butanenitrile, 2,3-dioxo-, dioxime, O,O'-diacetyl- 608 












Tabel 5.5. Dugaan potensi fungsi senyawa hasil GC-MS kombucha kunyit 









3 1,59 Ethyl 
formate  
C3H6O2 74 JAK2 expression inhibitor (0,645) 
Antiinflammatory (0,628) 
TNF expression inhibitor (0,570) 
Cytochrome P450 stimulant (0,395) 
Macrophage stimulant (0,362) 
Nitric oxide scavenger (0,274) 
Free radical scavanger (0,265) 
Interleukin 10 agonist (0,253) 
Immunosuppressant (0,316)  
Immunomodulator (0,287) 
Immunostimulant (0,288) 
Interferon gamma antagonist (0,274) 








C8H9N3O4 211 Antiinflamatory (0,361) 
JAK2 expression inhibitor (0,330) 
Immunomodulator (0,278) 
Nitric oxide scavenger (0,207) 
Interferon gamma antagonist (0,136) 
Interleukin antagonist (0,160) 







C10H16 136 JAK2 expression inhibitor (0,794) 
Antiinflammatory (0,442) 
TNF expression inhibitor (0,436) 
Immunosuppressant (0,421)  
Nitric oxide scavenger (0,344) 
Immunostimulant (0,348) 
Interleukin 10 agonist (0,269) 
Immunomodulator (0,306) 
Interferon gamma antagonist (0,198) 
Interleukin 6 antagonist (0,205) 
Free radical scavanger (0,194) 
Transcription NF-kB inhibitor (0,125) 
 
5.2. Penelitian Tahap II: Kombucha Teh dan Kombucha Kunyit sebagai 
Imunomodulator 
Limpa merupakan organ limfoid dalam tubuh yang berperan terhadap reaksi 
imun pada antigen yang dibawa darah serta penyaringan darah dari bahan asing 
dan sel darah merah yang sudah tua atau rusak (Cesta, 2006). Fungsi-fungsi ini 
dilakukan oleh dua bagian pada limpa, yakni pulpa putih yang berperan untuk  
melindungi tubuh dari penyakit terhadap bakteri yang dibawa melalui darah, infeksi 
virus dan jamur (Bronte dan Pitet, 2013) serta pulpa merah yang berfungsi untuk 
membuang bahan-bahan yang tidak diperlukan dari dalam darah seperti sel darah 
merah yang rusak (Guyton dan Hall, 2006). Pulpa putih ini mengandung sel T dan 
sel B, dimana kedua sel ini berperan terhadap pertahanan tubuh, sel B berperan 
pada imunitas humoral dengan cara menghambat infeksi dan menghambat 
mikroba ekstraseluler sedangkan sel T berperan pada imunitas seluler dengan 
cara mengeliminasi mikroba yang difagositosis dan membunuh sel yang terinfeksi 
(Abbas et al., 2019). Pengujian respon imun pada penelitian ini dilakukan pada 





dengan sitokin CD4+,CD25+, IFN-γ+, TNF-α, IL2+ dan IL10+ dengan menggunakan  
flow cytometry. 
 
Tabel 5.6. Hasil analisis flow cytometry pada spleen 
Kelompok 
Hasil flow cytometry (%) 
CD68+IL-6+ CD4+ CD25+ CD4+ TNF-α+ CD4+ IFN-γ+ CD25+ IL-10+ CD25+ IL-2+ 
    P0 1,95
c  ± 1,02 10,99c  ± 0,77 2,97c  ± 0,70 0,60b  ± 0,10 1,21b  ± 0,26 0,50c  ± 0,31 1,57b  ± 0,08 
P1 3,80
ab ± 0,60 12,86b ± 0,57 4,63bc ± 0,70 0,85ab ± 0,17 1,28b ± 0,31 1,00bc ± 0,09 1,67b ± 0,09 
P2 2,69
bc ± 1,73 12,41bc ± 1,26 4,60bc ± 1,51 0,93ab ± 0,43 1,37ab ± 0,27 0,85c ± 0,54 1,92b ± 0,27 
P3 4,68
a  ± 1,03 11,01c   ±  0,93 5,64b   ±  1,12 0,84ab   ± 0,13 1,46ab   ± 0,21 0,71c   ±  0,05 3,76a   ±  0,48 
P4 4,37
a  ± 0,13 13,04ab ± 0,96 7,87a ± 0,86 1,41a ± 0,63 1,79a ± 0,26 2,33a ± 0,36 3,29a ± 0,39 
P5 3,38
ab ± 0,15 14,57a ± 1,09 6,21ab ± 0,99 1,12ab ± 0,19 1,64ab ± 0,18 1,56b ± 0,33 3,55a ± 0,27 
Ket: (P0)  kontrol negatif, (P1) mencit sehat + kunyit, (P2) mencit sehat + teh, (P3) 
kontrol positif, (P4) mencit infeksi + kunyit, (P5) mencit infeksi + teh  
 
5.1.1. Populasi Sel CD68+ IL-6+pada Spleen 
Lini pertama pertahanan tubuh terdiri dari imunitas alami (innate) yang 
memberikan perlindungan segera terhadap infeksi. Pertahanan pertama dilakukan 
oleh barrier epitel kulit dan mukosa serta oleh sel dan antibiotik alami pada epitel 
yang semuanya berfungsi untuk menghambat masuknya mikroba dengan cara 
mengeliminasi mikroba yang difagositosis dan membunuh sel yang terinfeksi 
(Abbas et al., 2019). Bila mikroba dapat menghancurkan epitel dan memasuki 
jaringan, mereka akan diserang dengan cara fagositosis oleh neutrofil dan monosit 
(makrofag), barrier kimia melalui sekresi internal dan eksternal (lisozim dalam 
jaringan mucus, air mata, laktoperksidase dalam saliva) protein darah (interferon, 
sistem kinin, komplemen) serta sel natural killer (NK) (Fitzsimmons et al., 2014).  
Berdasarkan Gambar 5.1. terlihat bahwa kelompok perlakuan pemberian 
kombucha (P4 dan P5) mempunyai nilai IL-6 yang lebih rendah daripada kelompok 
yang tidak diberi kombucha (P3). Hal ini diduga karena adanya senyawa bioaktif 
pada kombucha seperti fenol dan flavonoid pada kombucha. Sedangkan kelompok 
kontrol positif (P3) mempunyai nilai yang lebih tinggi daripada kontrol negatif (P0) 
diduga karena makrofag telah mengalami aktivasi. Rerata jumlah presentase 


























Gambar 5.1. Hasil analisis flow cytometry CD68+IL-6+ pada spleen 
Ket: (P0)  kontrol negatif, (P1) mencit sehat + kunyit, (P2) mencit sehat + teh, (P3) 
kontrol positif, (P4) mencit infeksi + kunyit, (P5) mencit infeksi + teh  
 
Tabel 5.7. Hasil analisis flow cytometry CD68+ IL-6+  pada spleen 
Kelompok CD68+IL-6+ (%) BNT (5%) 
Kontrol Negatif (P0) 1,95c  ± 1,02 
1,31 
Mencit sehat + kunyit (P1) 3,80ab ± 0,60 
Mencit sehat + teh  (P2) 2,69bc ± 1,73 
Kontrol positif (P3) 4,68a  ± 1,03 
Mencit infeksi + kunyit (P4) 4,37a  ± 0,13 
Mencit infeksi + teh (P5) 3,38ab ± 0,15 
       Ket: 1. Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang nyata (α=0,05) 
               2. Data diperoleh dari rerata 3 ulangan ± SD 
 
CD68 merupakan glikoprotein transmembran yang diekspresikan di dalam 
makrofag dan fagosit mononuklear (Chistiakov et al., 2017). IL-6+ (interleukin-6) 
merupakan sitokin pro-inflamasi yang disekresikan oleh sel T dan makrofag untuk 
merangsang kekebalan tubuh selama terjadi infeksi (Masfufatun et al., 2018). 
Rereta jumlah persentase CD68+IL-6+ pada seluruh kelompok ditunjukkan seperti 
Gambar 5.1. 
CD68 
P0 P1 P2 





















Hasil uji statistik menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (p<0,05) 
antara kelompok kelompok kontrol negatif (P0) dengan kontrol positif (P3), dengan 
nilai rerata persentase tertinggi CD68+ IL-6+ ada pada perlakuan kontrol positif (P3) 
yaitu 4,68% dan jumlah persentase terendah CD68+ IL-6+ pada perlakuan kontrol 
negatif (P0) yaitu 1,95%. Hal ini diduga karena infeksi bakteri Salmonella akan 
memicu aktivasi makrofag. Menurut penelitian Besung et al. (2016), infeksi S. typhi 
yang diberikan secara intraperitoneum dapat merangsang makrofag untuk 
melakukan aktivasi dan bergerak ke sumber infeksi, aktivasi makrofag ini 
mempunyai kemampuan dalam melakukan penelanan benda asing melalui proses 
fagositosis. Selain itu, kandungan lipopolisakarida dan peptidoglikan pada dinding 
sel S. typhi juga akan memacu aktivasi makrofag dengan mengeluarkan sejumlah 
IL-6, prostaglandin E2, dan produksi c-adenosinmonofosfat (cAMP) (Chen et al., 
2006). Pelepasan IL-6 ini merangsang sel makrofag muda menjadi matang dan sel 
makrofag yang sudah matang akan mampu melakukan fagositosis lebih efisien 
(Martinez, 2011; Mosser, 2003)  
Kelompok P4 dan P5 mempunyai jumlah persentase CD68+ IL-6+ yang 
lebih rendah (4,37% dan 3,38%) daripada kelompok yang tidak diberi kombucha 
(P3) dengan jumlah 4,68%. Hal ini diduga karena senyawa bioaktif pada 
kombucha dapat menstimulasi sistem imun bawaan, sehingga ketika diinfeksi oleh 
Salmonella, makrofag dapat bekerja melawan patogen dan melakukan fagositosis 
yang dapat menormalkan sistem imun yang terinfeksi. Kandungan senyawa 
bioaktif pada kombucha seperti fenol, antioksidan dan kurkumin pada kunyit dapat 
menghalangi jalur NF-Kb dan TLR2 (Rocha-Ramírez et al., 2017) yang merupakan 
pengatur respon inflamasi sehingga dapat menyebabkan apoptosis sel dan dapat 
menghambat ekspresi IL-6 (Liu et al. 2006). Hal ini sesuai dengan Penelitian yang 
dilakukan oleh Rahardjo et al. (2014) yang menunjukkan bahwa kurkumin dapat 
menurunkan sitokin pro-inflamasi seperti IL-1α, IL-6 dan TNF-α. 
Menurut Zhou et al. (2015), kurkumin dapat menghambat polarisasi 
makrofag M1 dan produksi sitokin proinflamasi seperti TNF-α, IL-6 dan IL-12B 
(p40)  dengan cara menghambat jalur persinyalan TLR-4, dimana makrofag M1 
merupakan makrofag proinflamasi yang bertanggung jawab jika ada reaksi 
infalamasi, sedangkan makrofag M2 merupakan makrofag anti-inflamasi yang 
menghasilkan stokin anti-inflamasi dan berperan terhadap penyembuhan jaringan. 
Kurkumin juga mempunyai aktivitas anti-infalamsi, antitumor dan antioksidatif 





factor-β, fosforilase kinase, adhesi molekul, 5-lipoxygenase (5- LOX), STAT3, NF-
κB, dan apoptotic protein (Gupta et al. 2013 dalam Xu dan Liu, 2017).  
5.1.1 Populasi Sel CD4+ pada Spleen 
Jika imunitas bawaan tidak bisa menyelesaikan tugasnya, maka tubuh 
akan memicu respon imunitas adaptif (Rifa’i, 2010). Imunitas adaptif dilakukan 
oleh limfosit yang dirangsang oleh antigen mikroba, membutuhkan ekspansi klonal 
dan diferensiasi limfosit sebelum menjadi efektif, serta mampu merespon lebih 
efektif terhadap paparan ulang mikroba (Abbas et al., 2019). CD4+ merupakan 
protein transmembran yang berfungsi sebagai ko reseptor pada sel T helper ketika 
reseptor sel T helper mengenali komplek antigen. CD4+ berfungsi sebagai 
koreseptor yang memperkuat signal tranduksi sehingga sel T dapat teraktivasi 
(Wiedosari, 2007). Rereta jumlah persentase CD4+ pada seluruh kelompok dapat 
dilihat pada Gambar 5.2. 














Gambar 5.2. Hasil analisis flow cytometry CD4+ pada spleen 
Ket: (P0)  kontrol negatif, (P1) mencit sehat + kunyit, (P2) mencit sehat + teh, (P3)  
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Tabel 5.8. Hasil analisis flow cytometry CD4+ pada spleen 
Kelompok CD4+ (%) BNT (5%) 
Kontrol Negatif (P0) 10,99c   ±  0,77 
1,70 
Mencit sehat + kunyit (P1) 12,86b   ±  0,57 
Mencit sehat + teh  (P2)  12,41bc   ± 1,26 
Kontrol positif (P3)  11,01c     ±  0,93 
Mencit infeksi + kunyit (P4)  13,04ab  ±  0,96 
Mencit infeksi + teh (P5)  14,57a   ±  1,09 
       Ket: 1. Notasi yang berbeda menunjukkan perbeda yang nyata (α=0,05 
               2. Data diperoleh dari rerata 3 ulangan ± SD 
 
Berdasarkan Gambar 5.2. terlihat bahwa sel CD4+ pada mencit BALB/C 
yang diberi perlakuan pemberian kombucha kunyit (P1  dan P4) serta kombucha 
teh hitam (P2 dan P5) jumlahnya lebih tinggi dibandingkan sel T CD4+ pada kontrol 
negatif (P0) dan kontrol positif (P3). Hal tersebut menunjukkan bahwa ketika 
mencit BALB/C diberikan kombucha, maka jumlah sel T CD4+ akan mengalami 
peningkatan. Hal ini diduga karena kombucha dapat menginisiasi sistem imun. 
Rerata jumlah presentase CD4+ dapat dilihat pada Tabel 5.8. 
Berdasarkan Tabel 5.8 diketahui bahwa nilai ekspresi CD4+ pada kontrol 
positif (P3) lebih tinggi daripada kontrol negatif (P0). Hal ini diduga karena adanya 
infeksi bakteri Salmonella dapat mengaktifkan sel T naif CD4+ sehingga siap 
berfungsi untuk mengeliminasi antigen mikroba. Menurut Mittrucker dan Kaufmann 
(2000) dalam Hasan (2014), infeksi Salmonella pada mencit akan menginduksi 
respon sel Th1, sebagian besar sel T CD4+ akan teraktivasi setelah terjadi infeksi, 
sehingga meningkatkan jumlah sitokin dan meningkatkan sel T CD4+.  
Berdasarkan Tabel 5.8 diketahui bahwa rerata persentase tertinggi CD4+ 
ada pada kelompok mencit infeksi + kombucha teh  (P5) yaitu 14,57 % dan jumlah 
persentase terendah CD4+ pada perlakuan kontrol negatif (P0) yaitu 10,99%. 
Tingginya jumlah sel T CD4+ ini diduga karena adanya asam-asam organik hasil 
fermentasi yang merupakan bahan imunostimulan yang dapat meningkatkan 
produksi sitokin dalam tubuh mencit sehingga memicu aktivasi sel T dan 
meningkatkan jumlah sel T CD4+. Menurut Reverter et al. (2014) dalam Busti et al. 
(2020), asam organik mempunyai kemampuan sebagai imunostimulan dan 
antimikroba. Pemberian asam organik secara signifikan mampu meningkatkan 
CD4+ dan limfosit TCR-II sehingga mampu memicu respon imun dengan cepat 
(Khan dan Iqbal, 2016).  
Hasil uji statistik menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (p<0,05) 





kunyit (P4) dan mencit infeksi + kombucha teh (P5), dengan nilai ekspresi tertinggi 
ada pada kelompok P5. Hal ini diduga karena adanya senyawa polifenol pada teh 
dan kunyit. Menurut Kim et al. (2016), senyawa katekin yang ada pada teh dapat 
meningkatkan aktivitas sel T CD4+ dan sel NK. EGCG (epigalokatekingalat) dan 
EGC (epigalokatekin) berperan sebagai imunomodulator karena dapat 
meningkatkan proliferasi sel limfosit T dan memproduksi sitokin (Wu et al. 2012 
dalam Rahayu et al. 2018). Pemberian EGCG dan EGC secara oral dapat 
menurunkan inflamasi, menghambat proliferasi dan sitokin pro-inflamasi karena 
dapat menghambat jalur NF-кB (Di Lorenzo et al. 2013 dalam Rahayu et al. 2018).  
Kurkumin juga mempunyai kemampuan sebagai imunomodulator karena 
dapat meningkatkan imunitas anti-tumor melalui peningkatan populasi sel CD4+ 
dan CD8+ yang bersamaan dengan peningkatan sitokin Th1 seperti IFN-γ yang 
memediasi apoptosis sel tumor (Bose et al., 2015).  
5.1.2 Populasi Sel CD25+ pada Spleen 
Sel T regulator dibedakan menjadi: (a) sel T regulator natural (profesional), 
yakni populasi sel T yang mengekspresikan molekul CD25, (b) sel T regulator hasil 
induksi yang ditandai dengan CD4+ CD25+ (nT reg). Sel Tregulator ini berfungsi 
untuk membatasi atau menekan imunitas seluler yang berlebihan untuk mencegah 
terjadinya penyakit autoimun (Abbas et al., 2019).  
Sel T regulator ini diperlukan untuk mengendalikan sel efektor yang 
teraktivasi. Ia melakukan fungsinya sebagai pengendali sel efektor dan pembentuk 
sistem toleran dengan berperan sebagai supresor dan mengatur sistem 
homeostasis. Sel T regulator mempunyai daya kendali terhadap sel lain yang 
terlibat pada sistem imun, sehingga diperlukan untuk menghindari terjadinya 
penyakit autoimun dan penolakan transplantasi (Rifa’i, 2010).  
Berdasarkan Gambar 5.3 diketahui bahwa mencit yang diberi perlakuan 
kombucha mempunyai nilai ekspresi CD25+ yang lebih tinggi daripada mencit 
BALB/C yang tidak diberi kombucha. Selain itu, kelompok yang diberi kombucha 
kunyit mempunyai ekspresi CD25+ yang lebih tinggi daripada mencit yang diberi 
kombucha teh hitam. Hal ini diduga karena kandungan kurkumin pada kunyit dapat 
berperan sebagai imunosupresan pada mencit. Rerata jumlah presentase CD25+ 






















Gambar 5.3. Hasil analisis flow cytometry CD25+ pada spleen 
Ket: (P0)  kontrol negatif, (P1) mencit sehat + kunyit, (P2) mencit sehat + teh, (P3) 
kontrol positif, (P4) mencit infeksi + kunyit, (P5) mencit infeksi + teh  
 
Tabel 5.9. Hasil analisis flow cytometry CD25+ pada spleen 
Kelompok CD25+ (%) BNT (5%) 
Kontrol Negatif (P0) 2,97c  ± 0,70 
1,81 
Mencit sehat + kunyit (P1) 4,63bc ± 0,70 
Mencit sehat + teh  (P2) 4,60bc ± 1,51 
Kontrol positif (P3) 5,64b    ± 1,12 
Mencit infeksi + kunyit (P4)   7,87a  ± 0,86 
Mencit infeksi + teh (P5) 6,21ab ± 0,99 
       Ket: 1. Notasi yang berbeda menunjukkan perbeda yang nyata (α=0,05 
3. Data diperoleh dari rerata 3 ulangan ± SD 
 
 Berdasarkan Tabel 5.9, nilai ekspresi CD25+ tertinggi ada pada kelompok 
mencit infeksi yang diberi kombucha kunyit (P4) dengan nilai 7,87%, sedangkan 
nilai ekspresi CD25+ yang terendah ada pada kelompok kontrol negatif dengan nilai 
rerata 2,97%. Terlihat bahwa pada kelompok perlakuan infeksi+kunyit berbeda 
nyata (α=0,05) dengan kontrol negatif dan kontrol positif. Tingginya ekspresi 
CD25+ pada kelompok P4 ini diduga karena adanya senyawa turunan kurkumin 
dan asam-asam organik yang dihasilkan selama proses fermentasi. Menurut Zhao 
et al. (2012), kurkumin dapat meredakan reaksi inflamasi karena dapat menekan 
CD25 
















respon imun yang berlebihan dengan meningkatkan jumlah T regulator dan 
menurunkan sekresi sitokin pro-inflamasi seperti TNF-α, IL-2, IL-6 dan IL-12.  
Hasil uji statistik menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (p<0,05) 
antara kelompok mencit infeksi+kombucha kunyit (P4) dengan kontrol positif. 
Peningkatan ekspresi CD4+ CD25+ oleh kurkumin dapat terjadi karena beberapa 
mekanisme, yakni karena ekspresi cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4  
(CTLA-4) dan Forkhead box P3 (FoxP3), selain itu, kurkumin dapat menghasilkan 
sitokin antiinflamasi seperti IL-10 dan TGF-β (de Carvalho et al. 2015). CTLA-4 
bekerja dengan memblok dan menghilangkan molekul B7 dari permukaan APC, 
sehingga mencegah aktivasi dan menghentikan respon sel T. Pada hewan coba, 
jika molekul CTLA-4 ini diblok atau dihilangkan, maka hewan tersebut akan 
mengalami reaksi autoimun terhadap jaringannya sendiri (Abbas et al., 2019). 
Kurkumin dapat meregulasi sistem imun dengan meningkatkan diferensiasi Treg 
dari sel T naif CD4+ dan meningkatkan presentase sel CD4+ CD25+ FoxP3 (Chai 
et al., 2020). FOXP3 merupakan faktor transkripsi yang keberadaannya mutlak 
diperlukan sebagai penanda dari sel T regulator agar suatu individu hidup normal. 
Penghapusan gen FOXP3 pada mencit menyebabkan mencit akan kehilangan sel 
T regulator, menyebabkan penyakit autoimun dan mencit akan meninggal 4-5 
minggu setelah kelahiran (Rifa’i, 2010). 
Selain itu, penelitian oleh Fu et al. (2017) juga menunjukkan bahwa bakteri 
probiotik dapat menginduksi Treg CD4+Foxp3+ dan meningkatkan aktivitas supresi 
dari Treg CD4+CD25+. Bakteri probiotik ini dapat menurunkan aktivasi mechanistic 
target of rapamycin (mTOR) dan fosforilasi downstream. Penghambatan 
pensinyalan mTOR oleh bakteri probiotik ini dapat menyebabkan peningkatan 
FOXP3 dan turunnya GATA-3, sehingga respon pro-inflamasi Th2 dan TH17 pada 
mencit yang diinfeksi dapat dikontrol.  
5.1.3 Populasi Sel CD4+ TNF-α pada Spleen 
Tumor Necrosis Factor (TNF-α) adalah sitokin pro-inflamasi yang berperan 
penting pada imunitas bawaan dan adaptif, proliferasi sel dan proses apoptosis 
(Popa, Netea, Van Riel, Van Der Meer, & Stalenhoef, 2007). TNF-α diproduksi oleh 
berbagai jenis sel, salah satunya oleh makrofag, monosit, neutrofil, sel T CD4+ 
dan CD8+  dan sel dendritik (Mukhopadhyay, et al. 2006; Popa et al. 2007). Peran 
utama TNF-α yakni untuk menghambat replikasi dari bakteri patogen instraseluler 





















Gambar 5.4. Hasil analisis flow cytometry CD4+TNF-α+ pada spleen 
Ket: (P0)   kontrol negatif, (P1) mencit sehat + kunyit, (P2) mencit sehat + teh, (P3) 
kontrol positif, (P4) mencit infeksi + kunyit, (P5) mencit infeksi + teh  
 
Tabel 5.10. Hasil analisis flow cytometry CD4+TNF-α+ pada spleen 
Kelompok CD4+ TNF-α+ (%) BNT (5%) 
Kontrol Negatif (P0) 0,60b  ± 0,10 
0,59 
Mencit sehat + kunyit (P1) 0,85ab ± 0,17 
Mencit sehat + teh  (P2) 0,93ab ± 0,43 
Kontrol positif (P3) 0,84ab  ± 0,13 
Mencit infeksi + kunyit (P4)     1,41a    ± 0,63 
Mencit infeksi + teh (P5) 1,12ab ± 0,19 
     Ket: 1. Notasi yang berbeda menunjukkan perbeda yang nyata (α=0,05 
 2. Data diperoleh dari rerata 3 ulangan ± SD 
 
Hasil uji statistik menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (p<0,05) 
antara kelompok mencit yang diinfeksi Salmonella (P3) dengan kontrol negatif 
(P0). Hal ini diduga karena infeksi S. typhi merangsang makrofag melakukan 
aktivasi dan bergerak ke sumber infeksi. Menurut Chanana et al. (2007), infeksi 
bakteri patogen dapat menjadi sinyal bagi makrofag untuk melakukan aktivasi 
sehingga dapat melakukan proses fagositosis. Sel-sel ini akan menghancurkan 
semua benda asing seperti kuman, sel-sel yang rusak, sel-sel tumor, benda-benda 
koloid, dan molekul-molekul besar.  
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Mekanisme utama pertahanan tubuh terhadap Salmonella typhi pertama 
kali dilakukan oleh neutrofil, kemudian diikuti oleh sel berinti satu. Sel inflamasi 
tersebut menghasilkan sitokin TNF-α, IFN-γ, IL-1, IL-2, IL-6 dan IL-8 (Wande et al., 
2016). TNF-α adalah sitokin yang dihasilkan oleh makrofag dan merupakan agen 
antibakterial yang baik terhadap Salmonella typhi (Andrade dan Andrade Júnior, 
2003 dalam Wande et al., 2016).  
Berdasarkan Tabel 5.10, dapat dilihat bahwa kelompok mencit yang diberi 
perlakuan kombucha teh dan kombucha kunyit dan kombucha teh mempunyai 
rerata jumlah persentase CD4+TNF-α+ yang lebih tinggi daripada kontrol positif. 
Rerata persentase CD4+TNF-α+ lebih tinggi ditunjukkan pada kelompok perlakuan 
kombucha kunyit (P4). Hasil uji statistika menunjukkan jumlah relatif CD4+TNF-α+ 
pada kelompok perlakuan mencit infeksi + kombucha kunyit (P4) berbeda nyata 
(p<0,05) dengan kontrol positif (P3).  
Berdasarkan Tabel 5.10, dapat dilihat bahwa hasil persentase CD4+ TNF-
α+ antara kombucha kunyit dan kombucha teh hitam tidak menunjukkan beda 
nyata, hal ini diduga karena adanya ekspresi sel lain seperti pada Gambar 5.4. 
Jumlah rerata relatif CD4+TNF-α+ pada kelompok perlakuan mencit infeksi yang 
diberikan kombucha diharapkan lebih rendah daripada kontrol positif. Namun hasil 
penelitian ini menunjukkan bahwa jumlah relatif CD4+TNF-α+ pada kelompok 
perlakuan mencit infeksi yang diberikan kombucha kunyit dan teh lebih tinggi 
daripada kontrol positif. Hal ini diduga disebabkan karena pemberian kombucha 
selama 21 hari (Wuryandari et al., 2019) sebelum induksi Salmonella typhi dan 
tidak diberi perlakuan kombucha kembali selama masa inkubasi (setelah diinduksi 
bakteri Salmonella) tidak dapat menurunkan persentase CD4+ TNF-α+. Persentase 
TNF-α+ yang tinggi ini menunjukkan adanya proses inflamasi pada tubuh karena 
sitokin ini dihasilkan oleh sel adiposit dan sel inflamasi sebagai respon adanya 
inflamasi kronis (Alzamil, 2020).  
Untuk menurunkan persentase CD4+ TNF-α+, perlu dilakukan pemberian 
kombucha sebelum dan setelah hewan coba diinduksi oleh bakteri Salmonella. Hal 
ini sesuai dengan penelitian Marzban et al., (2015) yang menunjukkan bahwa 
pemberian kombucha teh setiap hari setelah mencit diinduksi menggunakan 
myelin oligodendrocyte glycoprotein dapat menurunkan persentase TNF-α dan 
NO.  
Menurut Yong et al. (2019), fermentasi kunyit dengan Lactobacillus dapat 





penekanan produksi TNF-α dan NO (nitrit oksida), jalur sinyal JNK (c-Jun-NH(2)-
terminal kinase) dan menurunkan radikal DPPH. Kurkumin mempunyai aktivitas 
anti-infalamsi, antitumor, antioksidatif dan dapat bertindak sebagai 
imunomodulator karena dapat memodulasi sejumlah jalur persinyalan, seperti 
transforming growth factor-β, fosforilase kinase, adhesi molekul, 5-lipoxygenase 
(5- LOX), STAT3, NF-κB (nuclear factor-kappaB), dan apoptotic protein (Gupta et 
al. 2013 dalam Xu dan Liu, 2017). Kurkumin juga dapat menghambat reaksi kinase 
seperti Mitogen-activated protein kinase  (MAPK), dimana jalur MAPK dan NFκB 
berhubungan dengan pengatur respon inflamasi, sehingga penghambatan jalur ini 
dapat menyebabkan apoptosis sel (Liu et al. 2006) dan menurunkan sitokin pro-
inflamasi seperti IL-1α, IL-6 dan TNF-α (Rahardjo et al., 2014).  
5.1.4 Populasi Sel CD4+ IFN-γ pada Spleen 
Interferon (IFN) merupakan subkelompok sitokin berupa glikoprotein yang 
memiliki kemampuan sebagai imunomodulator dan mengganggu (interfere) virus  
(Abbas et al., 2019). Interferon tipe II atau lebih dikenal sebagai IFN-γ+ 
disekresikan sel T setelah dirangsang oleh antigen spesifik (Baratawidjaja dan 
Rengganis 2010). IFN-γ+ ini berfungsi untuk mengaktifkan makrofag dan berbagai 
jenis sel lainnya sehingga kemampuan dalam membunuh bakteri, virus  dan 
parasit pun meningkat  (Abbas et al., 2019). 
Berdasarkan Gambar 5.5 dapat dilihat bahwa rerata persentase CD4+ IFN-
γ+ tertinggi ada pada kelompok perlakuan infeksi + kombucha kunyit (P4) 
sedangkan rerata persentase terendah ada pada kelompok kontrol negatif (P0). 
Selain itu, diketahui bahwa kelompok perlakuan kombucha mempunyai nilai rerata 
CD4+ IFN-γ+ yang lebih tinggi daripada kelompok non perlakuan. Rerata jumlah 






























Gambar 5.5. Hasil analisis flow cytometry CD4+ IFN-γ+ pada spleen 
Ket: (P0)  kontrol negatif, (P1) mencit sehat + kunyit, (P2) mencit sehat + teh, (P3) 
kontrol positif, (P4) mencit infeksi + kunyit, (P5) mencit infeksi + teh  
 
Tabel 5.11. Hasil analisis flow cytometry CD4+ IFN-γ+ pada spleen 
Kelompok CD4+ IFN-γ+ (%) BNT (5%) 
Kontrol Negatif (P0) 1,21b  ± 0,26 
0,44 
Mencit sehat + kunyit (P1)    1,28b  ± 0,31 
Mencit sehat + teh  (P2)    1,37ab ± 0,27 
Kontrol positif (P3)    1,46ab ± 0,21 
Mencit infeksi + kunyit (P4)    1,79a  ± 0,26 
Mencit infeksi + teh (P5) 1,64ab ± 0,18 
         Ket: 1. Notasi yang berbeda menunjukkan perbeda yang nyata (α=0,05 
                 2. Data diperoleh dari rerata 3 ulangan ± SD  
 
Berdasarkan Tabel 5.11 diketahui bahwa mencit yang diinduksi bakteri 
Salmonella typhi (P3) mempunyai nilai ekspresi IFN-γ+ yang lebih tinggi daripada 
kontrol negatif (P0). Hal ini diduga karena infeksi S. typhi merangsang aktivasi 
makrofag untuk memproduksi IFN-γ sehingga nilai ekspresi IFN-γ meningkat. 
Infeksi bakteri intraseluler seperti Salmonella (Bumann dan Schothorst, 2017) 
akan merangsang produksi MHC kelas II yang akan membawa antigen oleh 
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makrofag untuk dipresentasikan pada sel T CD4+. Sel limfosit T CD4+ yang 
teraktivasi akan memproduksi beberapa sitokin seperti TNF-α, IFN-γ dan IL-2 
untuk mengeliminasi bakteri tersebut. Sel Th1 yang telah aktif dapat menghasilkan 
IFN-γ, dimana IFN-γ ini dapat menstimulasi respon fagosit, termasuk makrofag 
dengan meningkatkan produksi enzim lisosom dan senyawa reaktif mikrobisidal 
seperti NO dan H2O2 dengan cara meningkatkan presentasi antigen untuk 
menghancurkan bakteri (da Cunha et al. 2019) 
Berdasarkan Tabel 5.11 diketahui bahwa terdapat perbedaan yang nyata 
(p<0,05) antara kelompok mencit infeksi yang diberikan kombucha kunyit (P4) 
dengan kontrol negatif (P0). Rerata jumlah  CD4+ IFN-γ+ tertinggi ditunjukkan oleh 
kelompok P4 dengan nilai 1,79% sedangkan nilai rerata terendah dimiliki oleh 
kelompok P0 dengan nilai 1,21%. Selain itu, dapat dilihat bahwa kelompok mencit 
yang diberi perlakuan kombucha teh dan kombucha kunyit mempunyai nilai 
persentase CD4+ IFN-γ+ yang lebih tinggi daripada kelompok kontrol. Hal ini diduga 
disebabkan karena pemberian kombucha selama 21 hari (Wuryandari et al., 2019) 
sebelum induksi Salmonella typhi dan tidak diberi perlakuan kombucha kembali 
selama masa inkubasi (setelah diinduksi bakteri Salmonella) tidak dapat 
menurunkan persentase CD4+ IFN-γ+. Persentase IFN-γ+ yang tinggi terkait 
dengan penyakit inflamasi sistemik karena IFN-γ dapat menginduksi respon 
inflamasi dan kematian sel apoptosis (Lee et al., 2017).  
Untuk menurunkan persentase CD4+ IFN-γ+, perlu dilakukan pemberian 
kombucha sebelum dan setelah hewan coba diinduksi oleh bakteri Salmonella. Hal 
ini sesuai dengan penelitian Motawi et al. (2012) bahwa kurkumin yang diberikan 
secara oral (3 hari sebelum perlakuan dan 5 hari setelah hewan coba diinduksi 
asam trinitrobenzenesulfonic) dapat menurunkan sitokin pro-inflamasi. kurkumin 
dapat menurunkan ekspresi IFN-γ+, salah satunya dengan mekanisme 
penghambatan aktivasi jalur Jak/Stat dengan memodulasi fosforilasi Stat1 
(Midura-Kiela et al., 2012).  
Kurkumin mampu menurunkan regulasi ekspresi Th1 dan produksi NO, 
sehingga dapat mengontrol aktivasi makrofag dan meningkatkan fagositosis 
makrofag peritoneum. Selain itu, kurkumin terbukti dapat menekan peradangan 
dengan menghambat reseptor COX-2. Aktivitas anti-inflamasi dari kurkumin sering 
berhubungan dengan penurunan aktivitas Th1, iNOS dan penekanan peroksidasi 





Senyawa flavonoid yang ada pada kombucha juga mempunyai beberapa 
efek seperti antioksidan, antiinflamasi, antikanker dan imunomodulator 
(Kopustinskiene, Jakstas, Savickas, & Bernatoniene, 2020). Selain itu, simboisis 
bakteri dan khamir yang ada pada kombucha dapat memodulasi sistem imun 
(Kozyrovska et al., 2012) Mekanisme kerja bakteri probiotik adalah dengan cara 
menempel pada sel epitel, menghasilkan lendir, menghasilkan senyawa-senyawa 
peptida antimikroba seperti bakteriosin dan reuterin serta menurunkan pH pada 
saluran pencernaan melalui produksi asam-asam organik. Bakteri probiotik juga 
dapat meningkatkan aktivitas sel NK (natural killer), melakukan fagositosis, 
menghasilkan serum imunoglobulin A (IgA) dan menghambat sitokin-sitokin 
proinflamasi seperti IFN-γ dengan cara memproduksi H2O2 (Ayivi et al., 2020).  
5.1.5 Populasi Sel CD4+ CD25+ IL-10 pada Spleen 
  IL-10 adalah sitokin anti-inflamasi yang diproduksi oleh sel monosit, sel T 
dan sel-sel lain sebagai respon terhadap beberapa sitokin pro-inflamasi, terutama 
oleh sel monosit/makrofag. IL-10 menunjukkan efek down-regulasi terhadap 
sitokin pro-inflamasi dan dapat memproteksi efek yang merusak akibat produksi 
yang berlebihan. IL-10 juga menghambat aktivitas kostimulator makrofag, 
kemungkinan melalui penghambatan ekspresi MHC kelas II dan kostimulator 
molekul monosit. IL-10 dapat pula menghambat LPS yang menginduksi pelepasan 
sitokin oleh eosinofil. IL-10 menunjukkan efek stimulasi pada pertumbuhan sel B 
dan diferensiasinya (Baratawidjaja dan Rengganis 2010; Niikura et al. 2010). 
Berdasarkan Gambar 5.6 dapat dilihat bahwa rerata persentase CD25+IL-
10+ tertinggi ada pada kelompok perlakuan infeksi + kombucha kunyit (P4) dengan 
sedangkan rerata persentase terendah ada pada kelompok kontrol negatif (P0). 
Selain itu, diketahui bahwa mencit yang diberi kombucha kunyit dan kombucha teh 
hitam mempunyai nilai rerata CD25+IL-10+yang lebih tinggi daripada kelompok 
kontrol. Artinya, pemberian kombucha dapat meningkatkan ekspresi CD25+IL-10+. 
Rerata jumlah presentase CD25+IL-10+ pada masing-masing kelompok perlakuan 


























Gambar 5.6. Hasil analisis flow cytometry CD25+IL-10+ pada spleen 
Ket: (P0)  kontrol negatif, (P1) mencit sehat + kunyit, (P2) mencit sehat + teh, (P3) 
kontrol positif, (P4) mencit infeksi + kunyit, (P5) mencit infeksi + teh  
 
Tabel 5.12. Hasil analisis flow cytometry CD25+IL-10+ pada spleen 
Kelompok CD25+IL-10 (%) BNT (5%) 
Kontrol Negatif (P0) 0,50c  ± 0,31 
0,58 
Mencit sehat + kunyit (P1) 1,00bc ± 0,09 
Mencit sehat + teh  (P2)    0,85c   ± 0,54 
Kontrol positif (P3)    0,71c    ± 0,05 
Mencit infeksi + kunyit (P4)    2,33a   ± 0,36 
Mencit infeksi + teh (P5)    1,56b    ± 0,33 
Ket: 1. Notasi yang berbeda menunjukkan perbeda yang nyata (α=0,05 
        2. Data diperoleh dari rerata 3 ulangan ± SD 
Berdasarkan Gambar 5.6 diketahui bahwa kelompok P4 mempunyai hasil 
ekspresi IL-10 yang paling tinggi (2,33%) sedangkan P0 mempunyai nilai ekspresi 
IL-10 yang paling rendah (0,50%). Hal ini diduga karena adanya bakteri dan khamir 
pada kombucha. Proses fermentasi membuat kombucha mengandung bakteri 
probiotik yang dapat menghambat fosforilasi atau ubiquitinasi IκBα, degradasi 
inhibitor NFκB dan penurunan translokasi p65 sehingga pelekatan NFκB menurun. 
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Selain itu, probiotik juga dapat menghambat jalur MAPK, dimana jalur MAPK dan 
NFκB ini beperan pada sitokin proses inflamasi. Penghambatan dua jalur ini dapat 
meningkatkan efek antiinflamasi, salah satunya oleh IL-10 (Llewellyn dan Foey, 
2017). 
Hasil uji statistik menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (p<0,05) 
antara kelompok kontrol positif (P3) dengan mencit infeksi yang diberi kombucha 
kunyit (P4) dan teh hitam (P5). Hal ini diduga karena adanya senyawa bioaktif pada 
kombucha yang dapat memicu ekspresi sitokin. Kurkumin memiliki kemampuan 
sebagai imunosupresan dan dapat meningkatkan ekspresi sitokin IL-10, dimana 
IL-10 dapat menurunkan presentasi antigen dengan menangkap molekul peptida 
MHC tipe II (major histocompatibility complex) sehingga reaksi yang berlebihan 
dapat dicegah (Adalid-Peralta, Fragoso, Fleury, & Sciutto, 2011). 
Senyawa katekin dan flavonoid pada teh juga dapat menginduksi FOXP3 
dan ekspresi IL-10 (Wong et al. 2011). Beberapa  senyawa  flavonoid  dapat  
menghambat  pelepasan asam  arakhidonat  dan  sekresi  enzim  lisosom  dari  
membran  dengan  jalan  memblok  jalur  siklooksigenase  (COX)  dan jalur  
lipoksigenase sehingga menurunkan kadar prostaglandin dan  leukotriena  
(mediator  inflamasi), dimana prostaglandin  sangat  berperan  pada  patogenesis 
inflamasi (Panche et al. 2016; Rathee et al. 2009). 
5.1.6 Populasi Sel CD4+ CD25+ IL-2 pada Spleen 
IL-2 merupakan sitokin pro-inflamasi yang mempunyai dua peran, yakni 
meningkatkan respon imun dengan meningkatkan proliferasi sel T, dan 
menghambat respon imun dengan menjaga sel T regulator fungsional  (Abbas et 
al., 2019). IL-2 dapat berikatan dengan reseptornya yang berupa IL-2Rα (CD25), 
IL-2Rβ (CD122) dan IL-2Rγ (CD132) dengan afinitas yang tinggi, dimana tingginya 
afinitas kompleks IL-2R (IL-2αβγ) ini diekspresikan oleh sel Treg. Tinggiya IL-2 
menunjukkan aktivitas antitumor, namun pemberian IL-2 ini juga dapat 
menyebabkan efek samping berupa sindrom kebocoran vaskular (Shevach, 2012). 
Berdasarkan Gambar 5.7 diketahui bahwa kelompok kontrol positif (P5) 
mempunyai hasil ekspresi IL-2 yang paling tinggi (3,76%) sedangkan nilai rerata 
ekspresi IL-2 terendah dimiliki oleh kontrol negatif (P0) (1,57%). Selain itu, dapat 
dilihat bahwa pada kelompok mencit infeksi, mencit yang diberi kombucha kunyit 
maupun kombucha teh hitam mempunyai nilai rerata IL-2 yang lebih rendah 
daripada kontrol positif. Rerata jumlah presentase CD25+IL-2 pada masing-masing 






















Gambar 5.7 Hasil analisis flow cytometry CD25+IL-2 pada spleen 
Ket: (P0)  kontrol negatif, (P1) mencit sehat + kunyit, (P2) mencit sehat + teh, (P3) 
kontrol positif, (P4) mencit infeksi + kunyit, (P5) mencit infeksi + teh  
 
Tabel 5.13. Hasil analisis flow cytometry CD25+IL-2 pada spleen 
Kelompok CD25+IL-2 (%) BNT (5%) 
Kontrol Negatif (P0) 1,57b  ± 0,08 
0,53 
Mencit sehat + kunyit (P1)   1,67b  ± 0,09 
Mencit sehat + teh  (P2)   1,92b  ± 0,27 
Kontrol positif (P3) 3,76a   ± 0,48 
Mencit infeksi + kunyit (P4)   3,29a  ± 0,39 
Mencit infeksi + teh (P5)   3,55a  ± 0,27 
Ket: 1. Notasi yang berbeda menunjukkan perbeda yang nyata (α=0,05 
                   2. Data diperoleh dari rerata 3 ulangan ± SD 
 
Hasil uji statistik menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (p<0,05) 
antara kontrol positif (P3) dan kontrol negatif (P0). Hal ini diduga karena aktivasi 
makrofag akibat infeksi bakteri Salmonella. Aktivasi makrofag tidak hanya 
disebabkan oleh bahan yang bersifat imunostimulan saja, namun juga dapat dipicu 
oleh isyarat yang berasal dari antigen yang masuk ke dalam tubuh. Dinding sel 
Salmonella typhi yang tersusun oleh polisakarida dan toksin dapat dikenali oleh 
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sel fagosit sebagai antigen, keberadaan antigen ini akan menyebabkan makrofag 
teraktivasi dan berpindah ke arah sumber rangsangan. Makrofag yang melakukan 
fagositosis akan mengeluarkan berbagai sitokin proinflamasi seperti TNF-α, IFN-
γ, IL-2 dan IL-6 yang berfungsi untuk mengaktivasi makrofag atau sel limfosit T 
yang lain (Spellberg dan Edwards, 2001 dalam Wande et al. 2016) 
Berdasarkan Tabel 5.13 dapat diketahui bahwa kelompok kontrol positif 
(P3) mempunyai nilai ekspresi IL-2 yang lebih tinggi daripada kelompok mencit 
infeksi yang diberi perlakuan kombucha kunyit dan kombucha teh hitam (P4 dan 
P5), meskipun nilainya tidak signifikan. Hal ini diduga karena adanya ekspresi sel 
lain. Namun penurunan ekspresi CD25+IL-2 pada kelompok yang diberi kombucha 
ini disebabkan karena adanya senyawa bioaktif pada kombucha. Salah satu 
senyawa bioaktif pada kunyit, yakni kurkumin secara langsung dapat menghambat 
interaksi antara IL-2 dan IL-2Rα (CD25) dengan menghambat jalur persinyalan 
JAK3/STAT5 (Forward et al., 2011). JAK (Janus kinase) merupakan permulaan 
suatu transisi dan aktivasi perjalanan penyakit, sedangkan kinase adalah enzim 
yang memakai ATP untuk memfosforilasi protein STAT. Jika JAK-STAT teraktivasi 
maka akan dihasilkan beberapa mediator inflamasi (Martha et al., 2016), salah 
satunya IL-2. Selain itu, kurkumin tidak hanya mempengaruhi imunitas adaptif 
melalui proliferasi dan apoptosis sel T, namun juga dapat mempengaruhi imunitas 
yang dimediasi oleh sel (Bhattacharyya et al., 2010).  
Kombucha teh hitam yang difermentasi selama 14 hari mempunyai 
kandungan polifenol cukup tinggi (126 mg/L) (Jakubczyk et al., 2020). Senyawa 
flavonoid dan turunannya dapat menghambat berbagai faktor transkripsi yang 
memodulasi diferensiasi, proliferasi, aktivasi sel imun dan meningkatkan 
pembentukan sel T reg. Selain itu, flavonoid juga dapat memberikan efek anti-
inflamasi dengan cara menghambat jalur NF-κB, dan NLRP3, menghambat sitokin 
pro-inflamasi seperti IL-1β, IL-2 dan IL-6, serta menurunkan oksigen reaktif dan 















Berdasarkan hasil penelitian dan analisis data dapat diambil kesimpulan 
bahwa: 
1. Kombucha teh hitam memiliki karakteristik komponen kimia yang lebih 
tinggi dari teh, yakni pH 2,81, total asam 0,57%, total gula 7,83%, total fenol 
716,02 µg GAE/ml dan antioksidan 94,39%  
2. Kombucha kunyit memiliki kemampuan imunomodulator yang lebih baik 
daripada kombucha teh hitam dengan meningkatkan persentase jumlah 
relatif sel T CD4+, sel T CD25+, CD4+ IFN-γ, CD4+ TNF-α, CD25+ IL-10, 
serta menekan ekspresi  CD25+ IL-2 dan makrofag CD68+ IL-6 baik pada 
kelompok mencit sehat maupun mencit yang telah diinfeksi Salmonella 
typhi. 
3. Hasil jumlah populasi sitokin pada sel imun spesifik dan sel imun 
nonspesifik menunjukkan kombucha teh hitam dan kombucha kunyit 
memiliki efektivitas sebagai imunostimulan pada mencit yang diinduksi 
Salmonella typhi. Kombucha kunyit juga memiliki efektivitas sebagai 
imunosupresan karena adanya kandungan senyawa kurkumin.  
6.2. Saran 
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk identifikasi senyawa bioaktif 
turunan kurkuminoid pada kombucha kunyit yang mempunyai kemampuan 
sebagai imunomodulator  
2. Perlu dilakukan pengujian flow cytometry pada limfosit B untuk mengetahui 
terbentuknya antibody dan sitokin lain. 
3. Perlu dilakukan perbandingan antara kunyit dan teh non fermentasi dengan 
kombucha kunyit dan kombucha teh sebagai agen imunomodulator 
4. Perlu dilakukan pemberian kombucha setiap hari setelah pemberian 
induksi bakteri Salmonella typhi agar hasil imunomodulator yang 
didapatkan lebih optimal 
5. Perlu dilakukan pengujian kemampuan kuratif dari kombucha kunyit 
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Lampiran 1. Metode Analisa Kombucha 
1.1. pH (AOAC, 1995) 
1.  Sampel sebanyak 30 ml diambil dan ditempatkan dalam gelas beker 
ukuran 50 ml.  
2. Sebelum pH meter digunakan, terlebih dahulu dilakukan peneraan dengan 
menggunakan larutan buffer pH 7 dan pH 4. 
3. lalu dibersihkan dengan aquades, selanjutnya dilakukan pengukuran pH 
sampel  
4. Setiap kali akan mengukur pH sampel lain, sebelumnya pH meter 
dibersihkan dengan aquades 
1.2. Total asam (AOAC, 1995) 
Standarisasi larutan NaOH 0,1 N  
1. Ditimbang 0,1 g asam oksalat (C2H204.2H20) (BM = 126) 
2. Dimasukkan ke dalam erlenmeyer kemudian ditambahkan 25 ml aquades, 
dilarutkan 
3. Ditambahkan indikator phenoftalen 1% sebanyak 2-3 tetes 




Penentuan total asam:  
1. 10 g sampel diambil dan dimasukkan dalam labu ukur 100 ml 
2. Ditambahkan aquades sampai tanda batas lalu dihomogenkan dan 
disaring dengan kertas saring 
3. Filtrat diambil sebanyak 20 ml dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 
4. Ditambahkan indikator phenoftalen 1% sebanyak 2-3 tetes 
5. Dititrasi dengan menggunakan NaOH 0,1N sampai terbentuk warna pink 
Perhitungan:  




M NaOH  = 
 Massa asam oksalat (gram) x 2
0,126 x volume NaOH (ml)
 
 
% total asam  = 
 ml NaOH x N NaOH x BE asam asetat x faktor pengenceran
ml sampel x 1000






1.3. Total fenol (Modifikasi Sharma et al., 2011) 
Pertama yang dilakukan adalah membuat kurva standar asam galat. 
Prosedur pembuatan kurva standar asam galat adalah: 
1. Dibuat larutan asam galat stok 200 ppm 
2. Diencerkan hingga diperoleh larutan asam galat 0, 20, 40, 60, 80, dan 
100 ppm (0 ppm digunakan sebagai blanko 
3. Diambil 0,5 ml tiap konsentrasi larutan asam galat, dimasukkan kedalam 
tabung reaksi 
4. Ditambahkan 2,5 ml reagen Folin-Ciocalteau (diencerkan 1:10) kemudian 
diinkubasi 5 menit 
5. Ditambahkan 2 ml larutan Na2CO3 7,5% dan divortex 
6. Diinkubasi selama 30 menit suhu ruang dalam kondisi gelap 
7. Diukur absorbansi pada panjang gelombang (λ) 756 nm 
8. Dibuat kurva standar asam galat dengan x = konsentrasi larutan asam 
galat dan y = absorbansi, kemudian dihitung persamaan regresi dan R2  
Selanjutnya dilakukan analisa total fenol pada sampel.  
9. Diinkubasi selama 30 menit suhu ruang dalam kondisi gelap 
10. Diukur absorbansi pada panjang gelombang (λ) 756 nm 
11. Dikalibrasikan dengan kurva standar asam galat untuk didapatkan total 
fenol dalam μg GAE/ml 
12. Dihitung total fenol dalam μg GAE/g dengan persamaan 
 
Prosedur analisa total fenol adalah: 
1. Sampel diencerkan sesuai kebutuhan 
2. Diambil 0,5 ml sampel, dimasukkan kedalam tabung reaksi 
3. Ditambahkan 2,5 ml reagen Folin-Ciocalteau (diencerkan 1:10) kemudian 
diinkubasi 5 menit 
4. Ditambahkan 2 ml larutan Na2CO3 7,5% dan Divortex 
5. Diinkubasi selama 30 menit suhu ruang dalam kondisi gelap 
6. Diukur absorbansi pada panjang gelombang (λ) 756 nm 
7. Dikalibrasikan dengan kurva standar asam galat untuk didapatkan total 
fenol dalam μg GAE/ml 
8. Dihitung total fenol dalam μg GAE/g dengan persamaan 
𝐶 =  














1.4. Total Gula (Modifikasi Apriyantono et al.,1989) 
Pembuatan kurva standar glukosa anhidrat 
- Dibuat larutan 100 ppm (10 mg glukosa anhidrat dimasukkan ke dalam labu 
ukur 100 ml lalu ditambahkan aquades hingga tanda batas) 
- Diencerkan hingga diperoleh larutan 0 (blanko); 20; 40; 60; 80; 100 ppm (0 
ml, 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, dan 5 ml ke dalam labu ukur 10 ml) 
- Diambil 1 ml setiap konsentrasi larutan glukosa anhidrat ke dalam tabung 
reaksi yang berisi 5 ml larutan Anthrone (0,1% anthorne dalam H2SO4 
pekat). Larutan Anthrone hanya dibuat pada hari digunakan karena tidak 
stabil dan hanya bertahan satu hari. 
- Sampel ditutup dengan alumunium foil, dihomogenkan, dan dimasukkan ke 
dalam penangas air suhu 95 oC selama 12 menit 
- Didinginkan menggunakan air mengalir hingga suhu ± 25 oC 
- Diukur absorbansi pada larutan stok 100 ppm untuk mencari panjang 
gelombang maksimum menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 
panjang gelombang 400-700 nm 
- Dibuat kurva standar glukosa anhidrat dengan x = konsentrasi asam galat 
dan y = absorbansi. Dihitung persamaan regresi dan R2 
Persiapan sampel cair 
- Ditimbang 1 ml sampel kemudian dilarutkan ke dalam labu ukur 100 ml 
sampai tanda batas dengan aquades 
- Hasil pengenceran dituang ke dalam erlenmeyer 250 ml dan ditambahkan 
1,5 g CaCO3 (menetralkan pH), dihomogenkan, lalu ditutup dengan 
alumunium foil 
- Sampel dipanaskan pada suhu 95 oC selama 30 menit lalu didinginkan 
- Sampel disaring menggunakan kertas saring 
- Sampel ditambahkan 2 tetes larutan jenuh campuran Pb-asetat + Na-
oksalat (15 g Pb-asetat dan 0,1 g Na-oksalat di dalam 10 ml aquades) 
- Sampel disentrifuge selama 15 menit menggunakan 4000 rpm 
C  : Kadar total fenol (μg/g) 
CG
AE  
: Kadar total fenol dalam bentuk ekuivalen asam galat 
(μg/ml) 
V  : volume ekstrak yang dihasilkan (ml) 





- 1 ml filtrat diambil dan dimasukkan ke dalam labu ukur (diencerkan sesuai 
pembacaan 
Analisis pada sampel 
- Ditimbang 1 ml sampel kemudian dimasukkan ke dalam tabung rekasi yang 
berisi 5 ml larutan Anthrone (0,1% anthorne dalam H2SO4 pekat).  
- Sampel ditutup dengan alumunium foil, dihomogenkan, dan dimasukkan ke 
dalam penangas air suhu 95 oC selama 12 menit 
- Didinginkan menggunakan air mengalir hingga suhu ± 25 oC 
- Diukur absorbansi pada panjang gelombang maksimum menggunakan 
spektrofotometer UV-Vis. Hasil dicatat dan dihitung 
Perhitungan: 
Total gula =  
𝐶 𝑥 𝑉 𝑥 𝐹𝑃
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
 𝑥 100 % 
Keterangan: 
- C = Konsentrasi sampel 
- V = Volume filtrat yang digunakan 
- FP = Faktor Pengenceran 
 
1.5. Aktivitas antioksidan metode DPPH (Modifikasi Molyneux, 2004) 
Pengujian absorbansi larutan blanko  
- Diambil 1 ml larutan DPPH 0,2 mM dalam methanol 
- Ditambahkan dengan 3 ml methanol P.A 
- Divortex hingga homogen 
- Didiamkan selama 30 menit pada tempat gelap dengan suhu ruang 
- Diukur absorbansi untuk mencari panjang gelombang maksimum 
menggunakan spektrofotometer UV–Vis pada panjang gelombang 516,4 nm 
Analisa sampel aktivitas antioksidan  
- Sampel diambil sebanyak 0,1 ml 
- Sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah berisi 3 ml methanol 
P.A 
- Sampel dan methanol dalam tabung reaksi divortex hingga homogen 
- Ditambahkan dengan 1 ml larutan DPPH 0,2 mM dalam methanol 
- Divortex hingga homogen 
- Didiamkan selama 30 menit pada tempat gelap dengan suhu ruang 






 Perhitungan : 
 Efektivitas Antioksidan (%) = 
(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜−𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙)
𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜
 x 100% 
 
Lampiran 2. Prosedur Analisis Imunomodulator  
2.1 Isolasi Sel dan Analisa Flowcytometri (Laboratorium Fisiologi, Struktur dan 
Perkembangan Hewan MIPA UB, 2018)  
1. Mencit dilakukan dislokasi, dibedah dan diambil spleennya.  
2. Spleen dicuci dan direndam dalam PBS.  
3. Spleen digerus dengan pangkal spuit baru pada ±5 ml PBS  
4. Disaring dengan wire dan dimasukkan ke propilen 15 ml hingga volume 
tertentu  
5. Dihasilkan homogenat  
6. Homogenat disentrifugasi pada 2500 rpm pada suhu 10°C selama 5 menit  
7. Supernatan hasil sentrifugasi dibuang  
8. Dihasilkan pelet  
9. Pelet diresuspensi dengan 1 ml PBS dan dipipeting  
10. Dihasilkan suspensi  
11. Suspensi dibagi ke beberapa micro tube 1,5 ml (sesuai jumlah kebutuhan 
jenis kombinasi pewarnaan) yang telah berisi ± 0,5 ml PBS, @ 50 µl 
12. Dihitung sel hasil isolasi (∑ sel total [sel/ml]= ∑sel hitung x 5 x fp x 104) 
13. Suspensi disentrifugasi pada 2500 rpm pada suhu 10°C selama 5 menit  
14. Supernatan hasil sentrifugasi dibuang  
15. Dihasilkan pelet  
a. Pewarnaan ekstraseluler  
- dilakukan dengan menambahkan 50 µl larutan antibodi spesifik pada 
sel (pelet) 
- diinkubasi dengan selama 20' pada 4o C, ruang gelap +. ditambahkan 
PBS 400 µl dan dipindahkan ke kuvet FCM u/ analisis flow cytometry  
b. Pewarnaan intraseluler  
- ditambahkan larutan fiksatif (fixation buffer, cat.#420801 [Biolegend]) 
sebanyak 50 µl  





- ditambahkan larutan permeabilitas (1X) (Intracellular Staining 
Permeabilization Wash Buffer (10X), cat.#421002 [Biolegend]) 
sebanyak 500 µl, homogenisasi 
- disentrifugasi 2500 rpm, 5', 10o C. Supernatan dibuang 
- dilakukan penambahan 50 µl larutan antibodi spesifik pada sel (pelet)  
- diinkubasi dengan selama 20' pada 4°C, ruang gelap  
- ditambahkan ± 400 µl PBS - dipindahkan ke kuvet FCM 


























Mencit 20 g 1,0 7,0 12,23 27,8 29,7 64,1 124,2 387,9 
Tikus 200 g 0,14 1,0 1,74 3,9 4,2 9,2 17,8 56,0 
Marmut 400 g 0,08 0,57 1,0 2,25 2,4 5,2 10,2 31,5 
Kelinci 1,5 kg 0,04 0,25 0,44 1,0 1,08 2,4 4,5 14,2 
Kucing 2 kg 0,03 0,23 0,41 0,92 1,0 2,2 4,1 13,0 
Kera 4 kg 0,016 0,11 0,19 0,42 0,43 0,1 1,9 6,1 
Anjing 12 kg 0,008 0,06 0,1 0,22 1,24 0,52 1,0 3,1 
Manusia 70 kg 0,0026 0,018 0,031 0,07 0,076 0,16 0,32 1,0 
 













Perubahan berat badan (g) hari ke- 
Adaptasi  Perlakuan  Infeksi & inkubasi 
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 
P0 (Kontrol 
negatif) 
1 20 21 20 22 23 24 25 24 25 25 
2 19 21 20 22 22 24 24 24 24 24 
3 20 21 21 23 24 24 25 26 26 26 
4 19 20 20 21 22 23 25 23 24 24 
Rerata  19,50 20,75 20,3 22 22,75 23,75 24,75 24,25 24,75 24,75 
SD 0,58 0,50 0,50 0,82 0,96 0,50 0,50 1,26 0,96 0,96 
P1 
(Kombucha 
kunyit 0,31 ml 
1 18 17 19 19 19 15 16 16 16 17 
2 18 17 20 20 18 18 19 19 19 20 
3 20 19 20 20 20 20 20 21 20 21 


























Rerata 19,25 18,25 20 20,5 19,75 18,75 19 19,5 19,25 20 
SD 1,50 1,50 0,82 1,73 1,71 2,99 2,16 2,65 2,50 2,16 
P2 
(Kombucha 
teh hitam 0,31 
ml 
1 24 26 24 24 23 24 25 24 25 26 
2 23 24 23 23 24 24 24 25 24 25 
3 25 28 24 25 25 26 25 26 26 26 
4 23 21 21 22 22 22 23 23 23 22 
Rerata 23,75 24,75 23 23,5 23,5 24 24,25 24,5 24,5 24,75 
SD 0,96 2,99 1,41 1,29 1,29 1,63 0,96 1,29 1,29 1,89 
P3 (kontrol 
positif) 
1 23 24 24 24 26 25 24 24 26 26 
2 26 26 27 28 28 28 27 26 26 26 
3 28 29 29 30 29 30 30 29 29 30 
4 27 28 29 29 29 29 29 29 29 29 
Rerata 26 26,75 27,3 27,75 28 28 27,5 27 27,5 27,75 
SD 2,16 2,22 2,36 2,63 1,41 2,16 2,65 2,45 1,73 2,06 
P4 
(Kombucha 
kunyit 0,31 ml 
1 26 28 27 26 26 26 25 25 25 25 
2 20 20 21 21 21 20 21 22 20 21 
3 27 26 27 27 26 25 27 26 26 25 
4 26 27 26 26 27 27 27 27 27 27 
Rerata 24,75 25,25 25,3 25 25 24,5 25 25 24,5 24,5 
SD 3,20 3,59 2,87 2,71 2,71 3,11 2,83 2,16 3,11 2,52 
P5 
(Kombucha 
teh hitam 0,31 
ml 
1 24 22 21 21 21 21 22 23 22 23 
2 25 24 23 22 23 22 22 22 20 21 
3 25 24 22 23 23 23 23 23 23 23 
4 21 23 21 20 20 20 21 20 19 17 
Rerata 23,75 23,25 21,8 21,5 21,75 21,5 22 22 21 21 





Lampiran 5. Hasil Analisis Kimia Kombucha  








Hasil  Rerata  SD 






























Nilai Total Asam (%) 
Selisih  
Hasil  Rerata  SD 






























Nilai Total Fenol (µg GAE /ml) 
Selisih  
Hasil  Rerata  SD 

































4. Data Pengukuran Total Gula  
Jenis Kombucha Hari ke- Nilai total gula (%) Selisih 
Teh Hitam 0 8,95 -1,04 
14 7,91 
Kunyit  0 9,22 -1,39 
14 7,83 
 
5. Data Pengukuran Antioksidan  
Jenis Kombucha Hari ke- Nilai antioksidan (%) Selisih 
Teh Hitam 0 64,45 29,94 
14 94,39 
Kunyit  0 39,12 13,83 
14 52,95 
 
Lampiran 6. Hasil Analisis Komponen Bioaktif Senyawa Terduga 
Menggunakan GC-MS 








Pk# RT Area% Library/ID Ref# CAS# Qual 
6 4.459 3.60 C:\Database\NIST02.L 
Hexane1796 000110-54-3 86 
Hexane 1795 000110-54-3 78 
Pentane, 3-methyl-1799 000096-14-0 45 
 
10 5.134 1.01 C:\Database\Wiley275.L 
URACIL, 1-N-METHYL- $$ 1-METHYL-2, 17418 000000-00-0 64 
4-(1H,3H)PYRIMIDINDIONE 
Phloroglucinol $$ 1,3,5-Benzenetri 17522 000108-73-6 50 
ol (CAS) $$ BENZENE, 1,3,5-TRIHYDR 
OXY $$ Benzene-s-triol $$ Phlorogl 
ucin $$ sym-Trihydroxybenzene $$ 1 
,3,5-Trihydroxybenzene $$ Phlorogl 
ucine $$ s-Trihydroxybenzene $$ Be 
nzene, trihydroxy $$ Benzene, 1,3, 
5-trihydroxy- $$ 
2,4(1H,3H)-Pyrimidinedione, 5-meth 17425 000065-71-4 39 
yl- (CAS) $$ Thymin $$ 5-Methylura 
cil $$ Thymine $$ Thymine anhydrat 
e $$ 2,4-Dihydroxy-5-methylpyrimid 
ine $$ 4-hydroxy-5-methoxypyrimidi 
ne $$ Thymin (purine base) $$ 5-Me 
thyl-2,4-dihydroxypyrimidine $$ 5- 
Methyl-2,4(1H,3H) 
 
14 6.780 0.89 C:\Database\NIST02.L 
2-Furancarboxaldehyde, 5-(hydroxym 10771 000067-47-0 93ethyl)- 
2-Furancarboxaldehyde, 5-(hydroxym 10770 000067-47-0 87ethyl)- 
Benzenemethanol, 3-fluoro- 10935 000456-47-3 59 
 
24 10.683 27.59 C:\Database\Wiley275.L 
.beta.-D-Glucopyranose, 4-O-.beta. 206575 005965-66-2 72 
-D-galactopyranosyl- $$ Lactose, . 
beta.- $$ .beta.-Lactose 
.alpha.-D-Glucopyranoside, .beta.- 206571 000057-50-1 50 
D-fructofuranosyl (CAS) $$ Sucrose 
$$ Sugar $$ Microse $$ Amerfond $ 
$ D-Sucrose $$ Saccharum $$ Beet s 
ugar $$ Rock candy $$ Saccharose $ 
$ Cane sugar $$ Granulated sugar $ 
$ White sugar Enovit M $$ Confecti 
oner's sugar $$ . 
D-Glucose (CAS) $$ Glucose $$ Cart 63822 000050-99-7 47 
ose $$ Cerelose $$ Glucolin $$ Dex 
trose $$ Dextropur $$ D Glucose $$ 
Dextrosol $$ Corn sugar $$ Grape 
sugar $$ Sugar, grape $$ D(+)-Gluc 
ose $$ D-(+)-Glucose $$ Anhydrous 
dextrose $$ .alpha.-d-glucose $$ c 






28 12.798 0.81 C:\Database\NIST02.L 
Caffeine 52317 000058-08-2 90 
Caffeine 52320 000058-08-2 78 














1 1.39 Carbon monoxide CO 28 776 
2 1.45 Carbon monoxide CO 28 674 
3 1.59 Ethanol C2H6O 46 834 
4 2.20 Butanenitrile, 2,3-dioxo-, dioxime, 
O,O'-diacetyl- 
C8H9N3O4 211 608 
5 8.50 Bicyclo[2.2.1]heptane, 2,2-dimethyl-
3-methylene-, (1S)- 









1 1.39 Nitrogen  N2 28 723 
2 1.45 Nickel tetracarbonyl C4NiO4 170 662 
3 1.59 Hydrazine, methyl- CH6N2 46 793 
4 2.20 Pyrimidine-2,4(1H,3H)- C4H4N4O3 156 606 
















1 1.39 Nickel tetracarbonyl C4NiO4 170 609 
2 1.45 Nitrogen  N2 28 620 
3 1.59 Ethyl formate  C3H6O2 74 696 
4 2.20 Carbon monoxide CO 28 603 
5 8.50 -Methylbicyclo[4.3.0]no C10H16 136 802 
 
Lampiran 7. Data Hasil Uji Flow Cytometri  





UL UR LL LR 
Kontrol negatif 
(P0) 
0.03 2.64 80.94 16.41 2.64 
0.04 1.43 79.34 19.19 1.43 
0.06 1.79 78.75 19.42 1.79 
Mencit sehat + 
kombucha 
kunyit (P1) 
0.28 3.43 78.92 17.37 3.43 
0.25 4.69 75.94 19.13 4.69 
0.33 3.28 79.30 17.09 3.28 
Mencit sehat + 
kombucha teh 
(P2) 
0.33 2.80 83.03 13.84 2.80 
0.27 2.19 82.19 15.37 2.19 




0.41 4.77 79.35 15.48 4.77 
0.07 3.81 79.47 16.66 3.81 




0.31 3.48 76.10 20.12 3.48 
0.23 5.05 74.33 20.41 5.05 




0.03 2.71 85.77 11.52 2.71 
0.50 3.12 79.36 17.02 3.12 
0.07 4.32 74.51 21.11 4.32 
 




Null hypothesis         All means are equal 
Alternative hypothesis  At least one mean is different 
Significance level      α = 0,05 
 





Factor    Levels  Values 







Analysis of Variance 
 
Source    DF  Adj SS  Adj MS  F-Value  P-Value 
Kelompok   5  15,898  3,1796     5,90    0,006 
Error     12   6,470  0,5392 
Total     17  22,368 
 
Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Kelompok  N   Mean  Grouping 
P3        3  4,680  A 
P4        3  4,373  A 
P1        3  3,800  A B 
P5        3  3,383  A B 
P2        3  2,693    B C 
P0        3  1,953      C 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
 





UL UR LL LR 
Kontrol negatif 
(P0) 
10.62 0.52 66.28 22.58 10.62 
10.47 0.57 69.01 19.95 10.47 
11.87 0.71 61.80 25.63 11.87 
Mencit sehat + 
kombucha 
kunyit (P1) 
12.98 0.70 65.35 20.98 12.98 
13.36 0.88 65.23 20.56 13.36 
12.24 0.98 65.96 20.82 12.24 
Mencit sehat + 
kombucha teh 
(P2) 
13.40 1.43 64.67 20.50 13.40 
11.00 0.63 65.72 22.68 11.00 




9.97 0.79 71.77 17.48 9.97 
11.78 0.98 70.78 16.47 11.78 




14.15 0.72 65.12 20.01 14.15 
12.38 1.96 63.01 22.66 12.38 




14.08 1.02 61.35 23.56 14.08 
15.82 1.33 60.64 22.21 15.82 
13.81 1.00 62.15 23.05 13.81 
 




Null hypothesis         All means are equal 
Alternative hypothesis  At least one mean is different 












Factor    Levels  Values 
Kelompok       6  P0; P1; P2; P3; P4; P5 
 
 
Analysis of Variance 
 
Source    DF  Adj SS  Adj MS  F-Value  P-Value 
Kelompok   5   27,68  5,5351     6,05    0,005 
Error     12   10,97  0,9144 
Total     17   38,65 
 
Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Kelompok  N    Mean  Grouping 
P5        3  14,570  A 
P4        3  13,043  A B 
P1        3  12,860    B 
P2        3  12,413    B C 
P3        3  11,010      C 
P0        3  10,987      C 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
 





UL UR LL LR 
Kontrol negatif 
(P0) 
2.19 0.20 92.98 4.64 2.19 
3.16 0.48 86.08 10.28 3.16 
3.55 0.82 84.73 10.91 3.55 
Mencit sehat + 
kombucha 
kunyit (P1) 
5.43 0.99 86.52 7.06 5.43 
4.32 0.92 86.93 7.83 4.32 
4.15 1.10 86.45 8.30 4.15 
Mencit sehat + 
kombucha teh 
(P2) 
3.01 0.22 86.44 10.34 3.01 
6.02 1.14 83.23 9.61 6.02 




6.29 0.66 85.47 7.58 6.29 
6.29 0.75 86.54 6.42 6.29 




7.14 2.03 84.70 6.14 7.14 
8.82 2.73 74.25 14.20 8.82 




6.98 1.91 83.27 7.84 6.98 
5.09 1.26 85.82 7.83 5.09 











Null hypothesis         All means are equal 
Alternative hypothesis  At least one mean is different 
Significance level      α = 0,05 




Factor    Levels  Values 
Kelompok       6  P0; P1; P2; P3; P4; P5 
 
 
Analysis of Variance 
 
Source    DF  Adj SS  Adj MS  F-Value  P-Value 
Kelompok   5   41,80   8,360     8,03    0,002 
Error     12   12,49   1,041 




Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Kelompok  N   Mean  Grouping 
P4        3  7,870  A 
P5        3  6,213  A B 
P3        3  5,643    B 
P1        3  4,633    B C 
P2        3  4,600    B C 
P0        3  2,967      C 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
 





UL UR LL LR 
Kontrol negatif 
(P0) 
10.62 0.52 66.28 22.58 0.52 
10.47 0.57 69.01 19.95 0.57 
11.87 0.71 61.80 25.63 0.71 
Mencit sehat + 
kombucha 
kunyit (P1) 
12.98 0.70 65.35 20.98 0.70 
13.36 0.88 65.23 20.56 0.88 
12.24 0.98 65.96 20.82 0.98 
Mencit sehat + 
kombucha teh 
(P2) 
13.40 1.43 64.67 20.50 1.43 
11.00 0.63 65.72 22.68 0.63 




9.97 0.79 71.77 17.48 0.79 
11.78 0.98 70.78 16.47 0.98 








14.15 0.72 65.12 20.01 0.72 
12.38 1.96 63.01 22.66 1.96 




14.08 1.02 61.35 23.56 1.02 
15.82 1.33 60.64 22.21 1.33 
13.81 1.00 62.15 23.05 1.00 
 





Null hypothesis         All means are equal 
Alternative hypothesis  At least one mean is different 
Significance level      α = 0,05 
 





Factor    Levels  Values 
Kelompok       6  P0; P1; P2; P3; P4; P5 
 
 
Analysis of Variance 
 
Source    DF  Adj SS  Adj MS  F-Value  P-Value 
Kelompok   5   1,143  0,2286     2,06    0,142 
Error     12   1,332  0,1110 
Total     17   2,475 
 
 
Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
 
Kelompok  N    Mean  Grouping 
P4        3   1,407  A 
P5        3   1,117  A B 
P2        3   0,933  A B 
P1        3  0,8533  A B 
P3        3  0,8367  A B 
P0        3  0,6000    B 
 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
 
  





UL UR LL LR 
Kontrol negatif 
(P0) 
2.49 0.96 73.89 22.68 0.96 
3.61 1.18 73.87 21.34 1.18 





Mencit sehat + 
kombucha 
kunyit (P1) 
4.53 0.95 74.81 19.73 0.95 
5.49 1.56 68.18 24.78 1.56 
5.64 1.32 72.11 20.94 1.32 
Mencit sehat + 
kombucha teh 
(P2) 
6.76 1.10 70.23 21.91 1.10 
5.89 1.37 70.93 21.82 1.37 




5.46 1.46 76.28 16.80 1.46 
4.36 1.66 77.31 16.68 1.66 




8.39 1.76 70.61 19.26 1.76 
8.97 2.06 70.61 18.36 2.06 




6.09 1.81 68.16 23.96 1.81 
7.88 1.66 69.38 21.08 1.66 
5.87 1.46 71.94 20.74 1.46 
  




Null hypothesis         All means are equal 
Alternative hypothesis  At least one mean is different 
Significance level      α = 0,05 
 





Factor    Levels  Values 
Kelompok       6  P0; P1; P2; P3; P4; P5 
 
 
Analysis of Variance 
 
Source    DF  Adj SS   Adj MS  F-Value  P-Value 
Kelompok   5  0,7451  0,14902     2,39    0,100 
Error     12  0,7481  0,06234 
Total     17  1,4932 
  
Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Kelompok  N   Mean  Grouping 
P4        3  1,790  A 
P5        3  1,643  A B 
P3        3  1,457  A B 
P2        3  1,370  A B 
P1        3  1,277    B 
P0        3  1,207    B 
 












UL UR LL LR 
Kontrol negatif 
(P0) 
8.57 1.50 82.64 7.30 1.50 
8.06 1.55 80.74 9.66 1.55 
9.87 1.65 77.93 10.55 1.65 
Mencit sehat + 
kombucha 
kunyit (P1) 
12.23 1.63 79.96 6.19 1.63 
9.12 1.61 81.88 7.41 1.61 
10.45 1.77 78.82 8.97 1.77 
Mencit sehat + 
kombucha teh 
(P2) 
10.79 2.12 81.60 5.50 2.12 
13.00 2.04 76.43 8.54 2.04 




11.57 3.21 76.89 8.33 3.21 
13.22 4.05 75.95 6.78 4.05 




12.85 3.31 77.62 6.22 3.31 
12.44 3.66 70.13 13.77 3.66 




11.02 3.25 74.55 11.18 3.25 
12.70 3.77 74.70 8.84 3.77 
12.58 3.63 72.94 10.86 3.63 
 




Null hypothesis         All means are equal 
Alternative hypothesis  At least one mean is different 
Significance level      α = 0,05 
 




Factor    Levels  Values 
Kelompok       6  P0; P1; P2; P3; P4; P5 
 
 
Analysis of Variance 
 
Source    DF  Adj SS   Adj MS  F-Value  P-Value 
Kelompok   5  15,291  3,05821    34,13    0,000 
Error     12   1,075  0,08962 
Total     17  16,366 
 
 
Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Kelompok  N    Mean  Grouping 





P5        3   3,550  A 
P4        3   3,283  A 
P2        3   1,927    B 
P1        3  1,6700    B 
P0        3  1,5667    B 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
 





UL UR LL LR 
Kontrol negatif 
(P0) 
2.19 0.20 92.98 4.64 0.20 
3.16 0.48 86.08 10.28 0.48 
3.55 0.82 84.73 10.91 0.82 
Mencit sehat + 
kombucha 
kunyit (P1) 
5.43 0.99 86.52 7.06 0.99 
4.32 0.92 86.93 7.83 0.92 
4.15 1.10 86.45 8.30 1.10 
Mencit sehat + 
kombucha teh 
(P2) 
3.01 0.22 86.44 10.34 0.22 
6.02 1.14 83.23 9.61 1.14 




6.29 0.66 85.47 7.58 0.66 
6.29 0.75 86.54 6.42 0.75 




7.14 2.03 84.70 6.14 2.03 
8.82 2.73 74.25 14.20 2.73 




6.98 1.91 83.27 7.84 1.91 
5.09 1.26 85.82 7.83 1.26 
6.57 1.50 84.47 7.46 1.50 
 




Null hypothesis         All means are equal 
Alternative hypothesis  At least one mean is different 
Significance level      α = 0,05 
 





Factor    Levels  Values 
Kelompok       6  P0; P1; P2; P3; P4; P5 
 
 
Analysis of Variance 
 
Source    DF  Adj SS  Adj MS  F-Value  P-Value 
Kelompok   5   6,870  1,3740    12,89    0,000 





Total     17   8,149 
 
Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Kelompok  N    Mean  Grouping 
P4        3   2,330  A 
P5        3   1,557    B 
P1        3  1,0033    B C 
P2        3   0,847      C 
P3        3  0,7067      C 
P0        3   0,500      C 
 




















































Lampiran 9. Dokumentasi Penelitian 
1. Pemilihan bahan baku dan pengeringan kunyit 
   
 
 
2. Pembuatan kombucha kunyit dan teh hitam 
a. Sebelum fermentasi  
 
b. Setelah fermentasi  
 
 
3. Analisa kimia kombucha  
a. Analisa pH  
 
b. Analisa total asam 
 














6. Penyondean dan induksi Salmonella  
  
 
7. Pembedahan  
 
 
 
 
 
